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bp Basenpaar(e) (basepairs) 




ca. zirka (circa) 
Ca2+ Calciumionen 
CaBP4 Calcium bindendes Protein 4 (calcium binding protein 4) 
CaM Calmodulin 
cAMP zyklisches Adenosinmonophosphat 
Cav spannungsgesteuerter Calcium-Kanal 
cDNA komplementäre Desoxyribonukleinsäure (complementary DNA) 
cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat 
CIP alkalische Phosphatase aus  Kälbermagen (calf intestine phosphatase) 
cm Zentimeter 
CNBD zyklische Nukleotide bindende Domäne  
CNG durch zyklische Nukleotide aktiviert (cyclic nucleotide gated)  
CO2 Kohlenstoffdioxid 
CORDX3 X-chromosomal gebundene Stäbchen-Zapfen-Dystrophie  
CSNB2 Congenital stationary night blindness type 2 
d Tag 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid) 







E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
ERG Elektroretinogramm 




FRET Förster-Resonanz-Energie Transfer 
33 FRET Three cube FRET 






G 418 Geneticin 
h Stunde(n) 
HCN hyperpolarization cyclic nucleotide-gated 













LB(+) Luria-Bertani (Nährmedium mit Glukose) 
LVA low-voltage-activated  
M mol pro Liter 













µM Mikromol pro Liter 
MPI Max-Planck-Institut 
ms Millisekunde(n) 














OD optische Dichte 
ORI Replikationsursprung, (origin of replication) 
PBS Phosphat gepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 
pBS pBlueskript II SK / KS (+) Vektor 




qs so viel wie nötig (quantum satis) 
R Arginin 
RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 













Taq Thermus aquaticus 
TBE Tris-Borat-EDTA-Puffer 
TE Tris-EDTA-Puffer 
TPC2 Two-pore-channel 2 
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
TrpML Transient receptor Potential channel ML 
UV Ultraviolett 
V Spannung in Volt 
V Valin 
V0,5 halbmaximale Aktivierung 




z.B. zum Beispiel 












Durch sensorische Wahrnehmung steht der Mensch in Kontakt mit seiner Umwelt. Dabei 
liefern die fünf Sinne – Fühlen, Schmecken, Riechen, Hören und Sehen – ununterbrochen 
Informationen über die Umgebung. Die meisten Menschen betrachten den Sehsinn als ihre 
wichtigste sensorische Wahrnehmung, da viele Erinnerungen visuell erfahrene oder 
bearbeitete Information sind. Sehen ist ein komplexer physiologischer Vorgang, der 
eintreffendes Licht, also elektromagnetische Strahlen, in Nervenimpulse umwandelt, diese 
weiterleitet und anschließend im visuellen Cortex ein Bild entstehen lässt. Die Detektion von 
Licht findet im Auge statt. Das Auge des Menschen ist in der Lage, Licht im Bereich von 400 
bis 800 nm Wellenlänge zu erfassen, was dem gesamten Farbspektrum von violett über grün 
und gelb bis rot entspricht. Beim Sehvorgang passiert das Licht die Hornhaut (lateinisch 
Cornea), die vordere Augenkammer, die Pupille und anschließend die Linse sowie den 
Glaskörper und trifft dann auf die Netzhaut (lateinisch Retina) (Abb.1-1). Die Retina ist ein 
geordnetes, polares Netzwerk von Neuronen, das sich an der Rückwand des Augapfels 
befindet. In der Retina von Wirbeltieren finden sich sieben verschiedene Zelltypen in drei 
unterschiedlichen Schichten. Das Licht muss zuerst alle diese Schichten durchdringen, um 
bei den distal gelegenen Photorezeptoren, funktionell unterteilt in Stäbchen und Zapfen, 
anzukommen. In der Macula, dem Ort der höchsten Sehschärfe, liegen mehrheitlich Zapfen 
vor. Diese dienen dem Farbsehen, während die in der Peripherie vorherrschenden Stächen. 









Abb. 1–1: Weg des Lichts durch das Auge. Lichtstrahlen passieren die Hornhaut, die vordere Kammer, die Pupille und 




Die Zellkörper der Photorezeptoren formen die äußere nukleäre Schicht (englisch: outer 
nuclear layer, ONL) der Netzhaut. Bei Lichtstimulation leiten die Photorezeptoren ihre 
Signale an den sogenannten Bändersynapsen zu den Bipolarzellen, deren Zellkörper die 
innere nukleäre Schicht (inner nuclear layer, INL) bilden. Von dort aus gelangen die Signale 
zur Ganglienzellschicht (ganglion cell layer, GCL)  und schließlich über Axone des Nervus 
opticus zu anderen distal gelegenen Arealen der zentralen Sehbahn. In der INL bilden 
Amakrinzellen und Horizontalzellen laterale Verbindungen aus und modulieren so den 
direkten Signalweg von den Photorezeptoren zu den Ganglienzellen. Amakrinzellen befinden 
sich nicht nur in der INL, sondern auch in der GCL. Neben retinalen Neuronen existieren in 
der Netzhaut auch Gliazellen, deren Zellkörper in der INL liegen und deren Fortsätze alle 









Abb. 1–2: Aufbau der Retina. Die Retina besteht aus mehren Schichten, die das Licht durchdringen muss, bis es in den 
Außensegmenten der Photorezeptoren detektiert wird. Zuerst passieren die Photonen die Ganglienzellschicht, die innere 
plexiforme und nukleäre Schicht und im Anschluss die äußere plexiforme und nukleäre Schicht (Dyer and Cepko 2001). 
 
Beim Sehvorgang passieren Photonen diese verschiedenen Abschnitte der Retina und 
treffen schließlich in der äußeren nukleären Schicht auf die Photorezeptoren. Diese Zapfen 
beziehungsweise Stäbchen sind polare Zellen, die morphologisch in ein Außen- und ein 
Innensegment gegliedert werden können. Die Außensegmente sind spezialisiert auf die 
Detektion von Licht, die Innensegmente hingegen stellen mit Hilfe der Mitochondrien die 
Energieversorgung sicher. Die Lichtdetektion in den Außensegmenten erfolgt in den als Disc 
bezeichneten intrazellulären Lipidmembraneinheiten der Stäbchen und in den dazu 






Signalkaskade, die bis an die Synapsen weitergeleitet wird. Diese Übersetzung von Licht in 
ein neuronales Signal bezeichnet man als Phototransduktion. 
 
 
Abb. 1-3: Morphologie der Photorezeptoren. Sowohl Stäbchen (links, Rod) als auch Zapfen (rechts, Cone) besitzen einen 
charakteristischen polaren Aufbau. Die Detektion des Lichts findet in den Außensegmenten statt. Das dort entstehende Signal 
wandert über die gesamte Membran zu den Synapsen (englisch synaptic ending) (Wright, Chakarova et al. 2010). 
 
 
Die Phototransduktion beginnt in den apikalen Außensegmenten, in denen bei Dunkelheit 
hohe cGMP- (zyklische Guanosinmonophosphat) Konzentrationen vorliegen. cGMP bindet 
an durch zyklische Nucleotide gesteuerten Kanäle (englisch cyclic nucleoitde gated channel, 
CNG-Kanal), die dadurch geöffnet werden. In Folge strömen Natrium- und Calcium-Ionen in 
das Zellinnere ein, man spricht in diesem Zusammenhang vom sogenannten Dunkelstrom. In 
der Dunkelheit ist die Plasmamembran der Photorezeptoren dadurch auf etwa -40mV 
depolarisiert. Im ersten Schritt der Phototransduktion wird der G-Protein gekoppelte 
Lichtrezeptor Rhodopsin durch Eintreffen von Licht in seine aktive Form (Metarhodopsin) 
überführt. Metarhodopsin aktiviert seinerseits das G-Protein Transducin, das stimuliert im 
Anschluss die Phosphodiesterase 6 zum Abbau von cGMP. Die sinkende cGMP-
Konzentration führt zur Schließung der CNG-Kanäle und somit in Folge zu einer 
Hyperpolarisation (Abb. 1-4). Das elektrische Signal wird passiv entlang der Zellmembran 
des Photorezeptors zur Synapse weitergeleitet. Die Änderung der Membranspannung 






calciumabhängige Ausschüttung von Neurotransmittern an der Bändersynapse zwischen 




Abb. 1-4: Phototransduktion in Außensegmenten. Im Dunkeln sind CNG-Kanäle in der Retina geöffnet und depolarisieren 
die Zellmembran durch Na+ bzw. Ca2+ Einstrom (links). Auftreffendes Licht (hν) trifft auf Rhodopsin (R) und stimuliert die 
Phosphodiesterase 6 (PDE) (Mitte). In Folge der erhöhten Phosphodiesterase-Aktivität sinkt die intrazelluläre Konzentration von 





Für den beschriebenen Sehprozess in den Außensegmenten und die anschließende 
Neurotransmission an den Bändersynapsen der Photorezeptoren spielen Proteine eine 
entscheidende Rolle. Fokus dieser Arbeit war, den Beginn der Phototransduktion und die 
synaptische Neurotransmission an den Bändersynapsen genauer zu analysieren. Daher 
wurden drei zentrale Proteine dieser Prozesse ausgewählt und weiter untersucht: Rhodopsin 
als Lichtrezeptor, der Stäbchen CNG-Kanal als Übersetzer von chemischem zu elektrischem 
Signal und der spannungsgesteuerte Calciumkanal Cav1.4 als Steuereinheit für die 
Ausschüttung von Neurotransmittern.  
 
Das lichtsensitive Rhodopsin gehört zur Familie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren 
(englisch g-protein coupled receptors, GPCR). Tatsächlich kodieren etwa zehn Prozent aller 






größte Gruppe von Genprodukten im Menschen. Die eigentliche Lichtdetektion erfolgt durch 
an Rhodopsin kovalent gebundenes Retinal. Rhodopsin übersetzt – wie alle GPCR – dieses 
externe Signal in eine Konzentrationsänderung eines sekundären Botenstoffs. Rhodopsin ist 
in den Stäbchen-Disc-Membranen lokalisiert. Um Licht zu detektieren aktiviert es nach 
Konformationsänderung durch eintreffende Photonen Transducin. Transducin – die α-
Untereinheit des trimeren G-Proteins – beeinflusst über die Phosphodiesterase die zelluläre 
cGMP-Konzentration und damit indirekt die Offenwahrscheinlichkeit des membranständigen 
CNG-Kanals.  
CNG-Kanäle sind wichtige zelluläre Schalter bei der Signaltransduktion in Photorezeptoren 
sowie in olfaktorischen Neuronen. Sie werden durch zyklische Nucleotide wie zyklisches 
Adenosin-Mono-Phosphat (cAMP) und zyklisches Guanosin-Mono-Phosphat (cGMP) 
aktiviert (Abb. 1-5). In den Photorezeptoren erfolgt die Regulation der 
Offenwahrscheinlichkeit dieses Kanals ausschließlich durch cGMP. Im aktivierten, also 
cGMP-gebundenen Zustand, leiten CNG-Kanäle Natrium- und Calcium-Ionen. CNG-Kanäle 
haben eine komplexe Struktur: Der native Stäbchenkanal ist ein Heterotetramer, das sich 
aus drei CNGA1-Untereinheiten und einer CNGB1a-Untereinheit zusammensetzt. Jede 
dieser Untereinheiten besteht aus sechs Transmembranhelices, wobei die Pore von den 
Segmenten 5 und 6 gebildet wird. Der N-Terminus liegt ebenso wie der C-Terminus auf der 
intrazellulären Seite. Die Steuerung des Kanals erfolgt über die sogenannte zyklische 
Nukleotide bindende Domäne (englisch: cyclic nucleotide binding domain, CNBD). Sie ist 
sensitiv für zyklische Nukleotide und damit die Steuerungsdomäne des Ionenkanals. Das 
Zusammenspiel von Rhodopsin und CNGB1a ist extrem wichtig für eine funktionelle Retina. 
Mutationen in den zu Grunde liegenden Genen führen zu Retinitis pigmentosa. Diese 
schwere Erkrankung hat zunächst den Verlust der Sehstäbchen und anschließend auch den 
Verlust der Sehzapfen zu Folge. Dieses pathologische Geschehen führt nach anfänglich 
eingeschränktem Sichtfeld mit Tunnelblick in den meisten Fällen zum vollständigen Verlust 
der Sehkraft. Es ist damit die häufigste Ursache für einen genetisch bedingten Verlust der 
Sehfähigkeit. Bisher sind mehr als 30 unterschiedliche Gene bekannt, die diese Erkrankung 
auslösen. Unter ihnen ist Peripherin2 ein spannendes Beispiel. Es ist ein in den retinalen 
Discs exprimiertes Protein mit vier transmembran Domänen, das für die funktionelle 
Entwicklung und Architektur der Retina notwendig ist. In der adulten Retina ist allerdings 
bisher keine Funktion bekannt, obwohl man weiß dass es mit der CNGB1a Untereinheit 
interagiert (Poetsch, Molday et al. 2001, Boesze-Battaglia and Goldberg 2002, Ritter, 
Khattree et al. 2011, Conley, Stuck et al. 2012). Da Rhodopsin und Peripherin2 in den Discs 
der Stäbchen kolokalisieren befinden sich diese drei Proteine in unmittelbarer Nachbarschaft 
zueinander. Sie sind zentrale Elemente der Phototransduktion, an deren Ende der CNG-






Das führt zu einer Depolarisation der Zelle und beeinflusst direkt spannungsgesteuerte 
Calciumkanäle an den Synapsen zwischen Stäbchen und Bipolarzellen. 
 
An den Bändersynapsen der Retina wird der spannungsgesteuerte Calciumkanal Cav1.4 
exprimiert. Die durch Membranspannung regulierten Calciumkanäle lassen sich 
entsprechend ihrer elektrophysiologischen, pharmakologischen und strukturellen 
Eigenschaften charakterisieren. Es existieren zehn verschiedene Typen, die von zehn 
verschiedenen Genen (CACNA1 A bis I und CACNA1 S) kodiert werden. Low-Voltage-
Activated-Calciumkanäle (LVA-Kanäle, Cav3.1–3.3) benötigen eine geringe Depolarisation 
der Zellmembran um einen transienten Calciumeinstrom herbeizuführen. Sie werden deshalb 
als T-Typ Kanäle (T wie transient oder tiny, klein) bezeichnet und besitzen eine geringe 
Aktivierungsschwelle sowie eine kleine Einzelkanalleitfähigkeit. Die HVA-(High-Voltage-
Activated-) Kanäle lassen sich in L-Typ Calciumkanäle (L für long lasting bzw. large single 
channel conductance; Cav1.1-1.4) mit einem lang andauernden Calcium-Einstrom und hoher 
Einzelkanalleitfähigkeit sowie in N/P/Q- und R-Typ Calciumkanäle (Cav2.1-2.3) unterteilen. 
Calciumkanäle vom L-Typ sind bei der Freisetzung von Neurotransmittern und Hormonen, 
der Kontraktion der Herz- und Skelettmuskulatur, sowie der Genexpression und 
Zelldifferenzierung involviert (Catterall 2000, Dolmetsch, Pajvani et al. 2001, Gomez-Ospina, 
Tsuruta et al. 2006, Van Petegem and Minor 2006). Zusätzlich werden die HVA-Kanäle nach 
ihren pharmakologischen Eigenschaften kategorisiert. Cav1.1–Cav1.4 (L-Typ 
Calciumkanäle) lassen sich durch Dihydropyridine, wie zum Beispiel Nifedipin und Amlodipin, 
blockieren. Sie werden deswegen als Dihydropyridin-Rezeptoren bezeichnet. 
Der retinale Cav1.4 ist ein L-Typ Calciumkanal, der durch Nifedipin blockiert werden kann. 
Als einziger Vertreter der L-Typ Calciumkanäle kann er nicht durch Calcium inaktiviert 
werden. Neben der fehlenden calciumabhängigen Inaktivierung (englisch: calcium 
dependent inactivation, CDI) zeichnet er sich durch seine schwache spannungsabhängige 
Inaktivierung (englisch: voltage dependent inactivation, VDI) aus (Wahl-Schott, Baumann et 
al. 2006). Dadurch vermittelt er einen lang anhaltenden Calciumstrom, der an den 
sogenannten Bändersynapsen zwischen Stäbchen und Bipolarzellen zur Freisetzung des 
Neurotransmitters Glutamat führt. Die dadurch ausgelösten Signale gelangen über den 
Sehnerv zur weiteren Verarbeitung ins Gehirn. Eine fehlerhafte Funktion von Ionenkanälen 
kann zu verschiedenen Erkrankungen führen, die zusammenfassend als Channelopathien 
(von englisch channel, Kanal und griechisch pathie Krankheit) bezeichnet werden.  
So haben Mutationen in dem zugrunde liegenden Gen von Cav1.4 Kanälen verschiedene 
Formen genetisch bedingter Retinaerkrankungen zur Folge. Cav1.4 wird durch das 






Mutationen in CACNA1F resultieren in einer nicht progredienten Form der kongenitalen 
stationärer Nachtblindheit Typ 2 (CSNB2) (Bech-Hansen, Naylor et al. 1998, Strom, 
Nyakatura et al. 1998). Darüber hinaus sind Mutationen in CACNA1F mit der X-chromosomal 
vererbten Zapfen-Stäbchen-Dystrophie und der Åland Island Augenerkrankung (ÅIED, 
Forsius-Eriksson-Syndrom) assoziiert. Interessanterweise haben auch Mutationen in 
anderen Genen des Menschen ähnliche Erkrankungen zur Folge, wie beispielweise 
Mutationen des Calcium-bindenden-Protein 4 (CaBP4, calcium binding protein 4), die zu 
stationär verlaufender Nachtblindheit, also Symptomen ähnlich der CSNB2, führen. CaBP4 
ist außerdem ein bekannter Interaktionspartner von Cav1.4 und ein dem Calmodulin (CaM) 
verwandtes Protein (Haeseleer, Imanishi et al. 2004). Während CaM ubiquitär exprimiert wird 
und häufig Calciumkanäle, aber auch andere Proteine reguliert, gehört CaBP4 zu einer 
Familie von neuronalen Calcium-bindenden Proteinen. Es besitzt ebenso wie CaM vier EF-
Hand-Motive sowie zwei globuläre Domänen. EF-Hände sind charakteristische Strukturen 
zur Calcium-Chelatierung. Interessanterweise ist die zweite EF-Hand von CaBP4 im N-Lobe 
vermutlich nicht in der Lage Calcium zu binden. 
Auffällig bei der Betrachtung dieser Pathologien ist, dass Defekte innerhalb bestimmter 
Schlüsselstellen der Phototransduktion und anschließender Neurotransmission zur selben 
Erkrankung führen. Proteine kommen in einem biologischen System niemals isoliert vor, sie 
stehen immer in Kontakt mit verschiedenen anderen Polypeptiden. Das nähere Verständnis 
von Proteininteraktionen ermöglicht die Erklärung der Physiologie beziehungsweise 
Pathophysiologie. Deswegen wurden in dieser Arbeit krankheitsverursachende Mutationen 
von CaBP4 und die potentielle Interaktion im Netzwerk von Rhodopsin, Peripherin2 und dem 
Stäbchen-CNG-Kanal untersucht. 
 
Um physiologische Vorgänge wie die Phototransduktion oder die Neurotransmission an der 
Bändersynapse besser verstehen zu können muss man Wechselwirkungen zwischen 
Proteinen untersuchen. Dafür benötigt man praktisch anwendbare Werkzeuge, also 
analytische Methoden, mit deren Hilfe man Interaktionen nachweisen kann. In dieser Arbeit 
wurde mit Förster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) gearbeitet. Das Phänomen wurde 
vom Physiker Theodor Förster erstmals 1958 beschrieben. Fluoreszenzfarbstoffe, 
sogenannte Fluorophore können durch Licht angeregt werden. Ein angeregter 
fluoreszierender Donor-Farbstoff überträgt dabei an ein sehr nahes Akzeptor-Fluorophor 
strahlungslos – ohne Emission von Photonen –  Energie. Das führt zur Abschwächung der 
Donor-Fluoreszenz und zur Verkürzung der Fluoreszenz-Lebenszeit (englisch lifetime) sowie 
zum Anstieg der Akzeptor-Fluoreszenz. Diese Effekte sind die direkte Folge des 






entscheidend, dass der Transfer maßgeblich von der räumlichen Orientierung und der 




Abb. 1-5. Förster-Resonanz-Energie-Transfer.  
A) schematische Darstellung des Energietransfers. Das Donorfluorophor wird durch eintreffendes Licht in den angeregten 
Zustand S1 gebracht. Wenn die Voraussetzungen für FRET erfüllt sind wird ein Teil der Energie auf das benachbarte 
Akzeptorfluorophor übertragen, welches die Energie unter Fluoreszenz wieder abgibt und in den Grundszustand S0 zurückfällt. 
B) (links) Voraussetzung für den Energietransfer sind räumliche nähe und Orientierung, weder bei fehlender Orientierung (mitte) 
noch bei zu großem Abstand (rechts) kann der Energietransfer stattfinden. 
 
Der Transfer findet bei parallel orientierten und sehr nahen Fluorophoren statt. Sehr nah 
bedeutet kleiner als 10 nm, also in der Größenordnung von atomaren Wechselwirkungen. 
Obwohl FRET bereits seit über einem halben Jahrhundert bekannt war, wurde die 
Anwendung dieser Methode in der medizinischen Forschung erst durch die Nutzung der 
genetisch codierten Farbstoffe revolutioniert. Ausgangspunkt war dabei das grün 
fluoreszierende Protein (englisch: green fluorescent protein, GFP) aus der Qualle aequorea 
victoria. O. Shimomura, M. Chalfie und R. Tsien erhielten für die Entdeckung und 
Weiterentwicklung von GFP 2008 den Nobelpreis für Chemie. GFP wurde seither für 
unterschiedliche Anwendungen optimiert und es stehen  je nach Bedarf verschiedene 




























































aus elf β-Faltblättern eine Faßstruktur von in etwa 2,4 nm Durchmesser und 4nm Länge 
aufbauen. Diese zylindrischen Proteine bestehen aus mindestens 200 Aminosäuren. Sie 
lassen sich problemlos, mit Hilfe gentechnologischer Standardmethoden an andere Proteine 
fusionieren. Damit ist es möglich sie in lebenden Zellen zu exprimieren und somit sind sie für 
FRET und zur Untersuchung von Proteinwechselwirkungen nutzbar.  
In dieser Arbeit wurde die Kombination von blauem CFP (englisch: cyan fluorescent protein) 
und gelbem YFP (englisch: yellow fluorescent protein) bzw. die verbesserten Varianten 
cerulean (blau) und citrine (gelb) genutzt. Sie wurden eingesetzt um neue Erkenntnisse über 












1.1 Zielsetzung der Arbeit 
 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine neue quantitative Methode zu etablieren und im 
Anschluss physiologisch relevante Protein-Protein-Interaktionen nachzuweisen. Dabei 
sollten unterschiedliche Anwendungen der three cube FRET Methode getestet werden.  
 
1. Etablierung der quantitativen three cube FRET Methode 
2. Der Nachweis von Interaktionen mit Hilfe von löslichen Proteinen und 
Proteinfragmenten im Kontext des L-Typ Calciumkanals Cav1.4. Dabei sollte die 
Interaktionsdomäne von CaBP4 im C-Terminus des Kanals identifiziert werden und 
geklärt werden ob bekannte humanpathogene Mutationen des CaBP4 weiterhin mit 
dem Calciumkanal interagieren. Außerdem sollte ein Modell entwickelt werden, 
welches sowohl den physiologischen Zustand als auch den pathologischen Befund 
erklärt. 
3. Die Aufklärung der Interaktion der Stäbchen CNG Untereinheit B1a, Rhodopsin und 
Peripherin2. Es sollte die Interaktion genauer geklärt werden und dabei sollte im 
speziellen die Interaktionsdomäne in Peripherin2 eingegrenzt werden. Anschließend 
sollte das FRET-Modell auch in isolierte murine Stäbchenzellen transferiert werden. 
 





2. MATERIAL UND METHODEN 
 
Für die gentechnologischen Arbeiten lag eine Genehmigung der Regierung von Oberbayern 
vor. 
2.1 Chemikalien und Lösungen 
 
Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, von den Firmen Merck, 
Roth, Sigma-Aldrich oder Biorad bezogen und entsprachen der Qualität „pro analysi“ oder 
„für molekularbiologische Zwecke“. Für die Herstellung aller Lösungen wurde generell 
hochreines entionisiertes Wasser (Reinstwassersystem Easypure UV / UF, Werner GmbH) 
verwendet. Bei Anwendungen, bei denen eine sehr hohe Reinheit notwendig war, wie z. B. 
bei PCRs oder Arbeiten in der Zellkultur, wurden die Lösungen zusätzlich autoklaviert. 
 
2.2 Arbeiten mit DNA 
 
2.2.1 Isolierung und Amplifikation von Plasmid DNA 
 
Plasmide sind ringförmige, doppelsträngige DNA Moleküle, die in Bakterien unabhängig von 
der chromosomalen DNA vorkommen. Dort dienen sie der leichteren Verbreitung von 
genetischem Material unabhängig von der Zellteilung. In der Molekularbiologie werden sie 
als sog. Vektoren, das sind synthetische Plasmide, verwendet um Fremd-DNA in die Zelle 
einzuschleusen und diese zu vermehren. Charakteristisch dabei ist der bakterielle 
Replikationsursprung (origin of replication), eine Antibiotikaresistenz zur Selektion und die 
multiple cloning site (MCS), die eine Reihe von Erkennungssequenzen für 
Restriktionsendonukleasen besitzt die nur einmal im Vektor schneiden. Durch die MCS ist es 
möglich das Gen von Interesse (engl. gene of interest, GOI) in das Plasmid klonieren. 
 
2.2.1.1 Verwandte Plasmide 
In der vorliegenden Arbeit wurde für die Versuche in HEK - Zellen pcDNA3 (5,4 kb, 
Invitrogen) verwandt. Durch den starken Cytomegalievirus (CMV) Promotor gewährleistet 
dieser Vektor die starke, konstitutive Expression in eukaryotischen Zellen. Zusätzlich ist ein 





Ampicillin-Resistenzgen enthalten welches die Selektion der transformierten Bakterien 
während der Klonierungsarbeiten ermöglicht.  
Für die Klonierung im Bereich der AAV Viren wurde pAAV2.1-mcs verwendet (Zitat 
Michalakis). Zusätzlich zur MCS und einer Ampicillin Resistenz enthält es 
Verpackungssignale für die Virusproduktion. Diese inverted terminal repeats (ITRs) 
flankieren schließlich das GOI. Diese Erkennungsmerkmale führen schließlich zur 
Verpackung des gewollten Gens in das Virus und erlauben schließlich seine Anwendung.  
 
2.2.1.2 Kultivierung von Escherichia coli 
Die Kultur von transformationskompetenten escherichia coli (e. coli) Bakterien erfolgte in 
glukosehaltigem, autoklaviertem Luria-Bertani-Medium (LB+). Zur Selektion wurde dem 
Flüssigmedium bzw. dem Agar das entsprechende Selektionsantibiotikum zugesetzt. Zur 
Vermehrung der Bakterienkultur erfolgte die Kultivierung bei 37°C in einem Schüttelinkubator 
(CERTOMAT® IS, B. Braun Biotech International) bei 225 rpm, bzw. im Fall der  Agarplatten 
in einem Brutschrank (Heraeus) bei 37°C. 
 
LB(+)-Medium   LB(+)-Agar 
Pepton 10 g   Agar 15 g 
Hefeextrakt 5 g   LB(+)-Medium ad 1000 ml 
NaCl 5 g     
Glucose 1 g     
H2O ad 1000 ml     
 pH 7,2-7,5     
 
 
2.2.1.3 Transformation kompetenter e. coli 
Nach dem Protokoll von Samebrook und Russel (2001) wurden ein 100 µl Aliquot von 
transformationskompetenten E. coli schonend auf Eis aufgetaut und nach Zugabe von 10 – 
50 ng Plasmid-DNA bzw. 10 – 15 µl Ligationsansatz ein Hitzeschock von 45 s bei 42°C 
durchgeführt. Nach 2 Minuten bei 0°C wurden 900 µl SOC-Medium dazu gegeben und das 
1,5 ml Eppendorf Gefäß 1h bei 37°C und 225 rpm inkubiert. Anschließend wurde die 
Vorkultur 2 min bei 3000 rpm abzentrifugiert, der Überstand abgenommen und das vorsichtig 





resuspendierte Pellet auf Antibiotika-haltigen Platten ausgestrichen. Die Platten wurden über 
Nacht im Brutschrank bei 37°C kultiviert und nach spätestens 20 h bei 4°C aufbewahrt. 
 
SOC-Medium 
Pepton 20 g 
Hefeextrakt 5 g 
NaCl 10 mM 
KCl 2,5 mM 






ad 1000 ml 
 
 
2.2.1.4 Alkalische Lyse (Miniprep) 
Um die gewachsenen Bakterienkolonien von der Agarplatte auf richtige Integration des 
Plasmids zu testen, wurde eine alkalische Lyse im kleinen Maßstab durchgeführt. Dabei 
wurden einzelne Klone von der Platte gepickt und mit 7 ml Antibiotika-haltigem Medium 
versetzt und über Nacht bei 37°C und 225 rpm vermehrt. Die Zellsuspension wurde am 
Morgen abzentrifugiert (3500 rpm, 10 min) und die Plasmid DNA mittels alkalischer Lyse 
isoliert. 1 µl davon wurden im Restriktionsverdau zur Identifikation der richtigen Klone 
genutzt. 
 
2.2.1.5 Alkalische Lyse (Maxiprep) 
Um DNA in größerer Menge und höherer Qualität zu gewinnen wurde mit 100 ml Kulturen 
gearbeitet. Nach Inkubation über Nacht (37°C, 225rpm) wurden die Plasmide mit Hilfe des 
PureYieldTM Midiprep System (Promega) isoliert. Dabei wurden die Bakterien ebenfalls 
alkalisch lysiert, allerdings wurde die DNA zusätztlich über Silicasäulen aufgereiningt. 









2.2.1.6 Quantifizierung von DNA 
Zur Quantifizierung der DNA wurden die Absorptionseigenschaften der Nucleinsäuren 
genutzt. Die spezifische Absorption wurde bei 260nm in einem Eppendorf BioPhotometer 
vermessen. Aufgrund des Lambert-Beerschen Gesetzes kann von der gemessenen 
Extinktion auf die Konzentration geschlossen werden. Bei doppelsträngiger DNA und einer 
Schichtdicke von 1 cm entspricht eine Extinktion von 1 ca. 50 µg/ml. Das Verhältnis der 
Absorption von 260 nm und 280 nm sollte zwischen 1,7 und 2 liegen. Niedrigere Werte 
deuten auf Verunreinigungen durch Proteine, höhere Werte auf Verunreinigungen durch 
einzelsträngige DNA bzw. RNA hin. Peptide, Phenole und Aromaten absorbieren bei 230nm. 
Somit sollte das Verhältnis der OD260 zu OD230 größer als 2 sein. 
 
2.2.2 Auftrennung von Nucleinsäuren 
 
Die Auftrennung von DNA erfolgte über Gelelektrophorese. Genutzt wurde dabei die durch 
Phosphatreste negative Ladung der DNA. Somit bewegt sich diese im elektrischen Feld 
Richtung Anode und wird nach ihrer Größe und Form aufgetrennt. Um die Größe der DNA 
Fragmente abschätzen zu können, wurde ein Größenmarker mit aufgetragen (GeneRulerTM, 
Fermentas). Der Ladepuffer für die DNA Proben (6xdye) enthielt zur Verfolgung des Verlaufs 
der Auftrennung die Farbstoffe Bromphenolblau und Xylencyanol. Als Laufpuffer diente 
1xTBE.  
10 x TBE   6 x Dye (Gel-Ladepuffer) 
Tris 540 g   10 x TBE 60 ml 
Borsäure 275 g   Ficoll Typ 400 18 g 
0,5 M EDTA pH8,0 200 ml   0,5 M EDTA pH 8,0 24 ml 
H2O ad 5 l   Bromphenolblau 50 mg / ml 3 ml 
    Xylencyanol 50 mg / ml 3 ml 
    H2O ad 100 ml 
 
1 x TBE (Gel-Laufpuffer)    
10 x TBE 1 l     
H2O 9 l     
 pH 7,2-7,5     
 
 






In Abhängigkeit von der Fragmentgröße wurden 0,7-2% Agarose Gele genutzt. Die Agarose 
wurde hierfür in 1xTBE aufgekocht und nach dem Abkühlen mit Ethidiumbromid (100mg/ml) 
versetzt, so dass eine Endkonzentration von 0,8µg/ml vorlag. Dies diente der 
Sichtbarmachung der Nucleinsäuren auf dem Geldoc (Biorad)  nach der Auftrennung mit 100 
bis 135 V. 
 
2.2.2.2 PAGE-Gelelektrophorese 
Für sehr kleine Bandengrößen (<440 bp) wurde die Polyacrylamid Gelelektrophorese 
verwendet. In 5%-Gelen wurden die DNA Fragmente mit 10min bei 100 V und im Anschluss 
mit 260 V aufgetrennt, danach in 0,8 µg/ml Ethidiumbromid Lösung angefärbt, mit Wasser 
gewaschen und unter dem Geldoc ausgewertet. Präparative Gele hatten eine Dicke von 1,5 
mm und Gele zu analytischen Zwecken eine Dicke von 0,75 mm. 
 
5% Polyacrylamidgel 
Rotiphorese 40 3,75ml 
10xTBE 3ml 





2.2.2.3 Isolierung der DNA nach Auftrennung 
Um die DNA nach der Gelelektrophorese aus dem Gel zu isolieren, wurden die gesuchten 
Banden unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten und im Fall der Agarose Gele mit 
einem Kit (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, Amersham Bioscience) nach 
Anweisung des Herstellers weiter verarbeitet. Im Fall der präparativen PAGE-Gele wurden 
die Nukleinsäuren mit Elektroelution isoliert. Die ausgeschnittene DNA-Bande wurde mit 300 
µl 1xTBE luftblasenfrei in einen Dialyseschlauch (Sigma) gegeben und unter Kühlung 2 - 3 h 
bei 145 mA in einer horizontalen Elektrophoresekammer (Laufpuffer 1x TBE) eluiert. Der 
Puffer des Dialyseschlauchs, in dem sich nach der Elution die DNA befand, wurde im 
Anschluss in ein Reaktionsgefäß überführt; es folgte eine DNA-Fällung (2.2.2.4).  





2.2.2.4 Präzipitation der DNA 
Um DNA aufzukonzentrieren und zu reinigen, wurde diese aus wässriger Lösung ethanolisch 
ausgefällt. Dazu wurden der vorhandenen Flüssigkeit 10% 3M Natriumacetat pH 5,2 und das 
2,5fache Volumen 100% Ethanol (-20°C) zugesetzt. Nach dem Durchmischen wurde das 
Gefäß bei -80°C für 10 min inkubiert und daraufhin zentrifugiert (4°C, 13000 rpm, 10 min). 
Das Pellet wurde nochmals mit 100 µl 70%igem Ethanol gewaschen und  erneut für 5 min 
zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde am Ende unter Vakuum getrocknet (SpeedVac, 
Heraeus) und schließlich in der gewünschten Menge Wasser aufgenommen. 
 
2.2.2.5 Die Phenol-Chloroform-Extraktion 
Durch die Phenol-Chloroform-Extraktion wurde besonders reine DNA gewonnen. Mit diesem 
Arbeitsschritt wurden Proteine von der DNA entfernt, die bei einem etwaigen nachfolgenden 
Schritt stören könnten. Das war z.B. der Fall bei Restriktionsenzymen vor einer 
Dephosphorylierung von Vektor DNA (2.2.3.2), oder nach einer PCR vor einem 
Restriktionsverdau. Die vorhandene DNA Lösung wurde mit autoklaviertem Wasser auf 300 
µl aufgefüllt und anschließend mit dem gleichen Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol 
Gemisch (Roth 25:24:1) versetzt, stark durchmischt und zentrifugiert. Proteine sammeln sich 
dabei in der unteren organischen Phase. Mit der DNA-haltigen wässrigen Phase wurde der 
vorhergehende Schritt wiederholt und abschließend eine Präzipitation der DNA durchgeführt 
(2.2.2.4). 
 
2.2.3 Enzymatische Modifikation von DNA 
 
Neben der Amplifikation und Aufreinigung war es notwendig die Vektor DNA zu linearisieren 
und das einzufügende Stück (Insert) vorzubereiten. Deswegen war es notwendig 
enzymatische Modifikationen vorzunehmen. Die dafür notwendigen Enzyme waren von den 




Verwendung fanden Typ-II-Restriktionsendonukleasen, welche die DNA innerhalb einer 
palindromischen Erkennungssequenz spalten, so dass komplementäre Überhänge an den 





5‘- bzw 3‘-Enden entstanden sind (sticky ends). Als Ausgangsmaterial wurden entweder 
Plasmid-DNA oder über PCR amplifizierte DNA-Fragmente verwendet. Die Enzymmenge, 
Zusammensetzung der Puffer und die Reaktionsbedingungen des Restriktionsverdaus 
wurden entsprechend der Herstellerangaben durchgeführt. 
 
2.2.3.2 Dephosphorylierung 
Dadurch, dass beim Restriktionsverdau kohäsive Enden entstehen, die spontan wieder 
zusammenfinden können, ist es notwendig die 5‘-Phosphatgruppen durch die CIP (calf 
intestinal phosphatase), einer Phosphatase aus Kalbsdärmen, abzuspalten. Somit kann es 
nur zwischen Vektor und Insert zu einer Ligation kommen. Die Dephosphorylierung wurde 
nach einer Gelextraktion oder nach einer Natriumacetat-Fällung bei vorheriger Phenol-
Chloroform Extraktion durchgeführt. Dabei wurden die CIP (NEB) und rAPid Alkalische 
Phosphatase (Roche) verwendet. 
 
Standard Dephosphorylierungsansatz NEB  
DNA (max 4µg) qs 
10x Puffer NEB3 3 µL 
CIP 1 µL 
H2O Ad 30 µL 
 
Die rAPid Alkalische Phosphatase wurde nach Anweisung des Herstellers verwendet. 
 
2.2.4 Polymerase Kettenreaktion 
 
Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurden in dieser Arbeit DNA-Fragmente 
(inserts) zur Klonierung generiert. In speziellen Fällen kamen Sonderformen der PCR, wie 
die Overlap- oder die Quickchange-PCR zum Einsatz. Das Standardprotokoll wurde dabei 










Wegen der Exonukleaseaktivität, d.h. der Fähigkeit Synthesefehler selbst zu erkennen und 
zu korrigieren, diente die Phusion-Polymerase (Finnzymes) zusammen mit dem 
entsprechenden Reaktionspuffer (HF-Puffer), der Standard-Klonierungs PCR. Außerdem 
verfügt sie über eine außergewöhnlich hohe Synthesegeschwindigkeit von 30 - 60 bp/s. Die 
Bedingungen für die PCR-Reaktion mussten je nach Primer und Template angepasst 
werden, da sich die Temperatur für die Primeranlagerung (annealing) entsprechend der 
spezifischen Schmelztemperatur der verwandten Primer verändern. Außerdem richtet sich 




Primer forward (10pmol/µl) 
Primer reverse (10pmol/µl) 
2,5 µl 
2,5 µl 
5x HF-Puffer 10 µl 
Template 15 – 30ng 
nNTPs 8 µl 
Phusion Polymerase 0,5 µl 





Initiale Denaturierung 98°C 3min  
Denaturierung 98°C 30s  
Annealing 52-60°C 30s 20 - 40 Zyklen 
Elongation 72°C 30 – 60bp/s  
Finale Elongation 72°C 5min  
 
Im Anschluss wurde das PCR-Produkt aufgereinigt, gefällt, einem Restriktionsverdau 










Zusätzlich zur Standard-Klonierungs-PCR kam die Overlap-PCR zum Einssatz. Mit dieser ist 
Methode ist es möglich 2 unterschiedliche PCR-Produkte miteinander zu verknüpfen bzw. 
Sequenzen zu entfernen. Dabei werden zuerst 2 Standard-Klonierungs-PCRs durchgeführt 
mit jeweils einem flankierenden Primer und einem mit überhängenden Enden, welcher auch 
Mutationen tragen kann. Die Primer waren so gewählt, dass 2 Produkte entstanden, die 
teilweise zueinander komplementär waren, welche im Anschluss als Matrizenstränge für die 
Overlap-PCR dienten und mit Hilfe der flankierenden Primer zu einem Strang verbunden 




Die Quickchange PCR ist, wie z.B. die Overlap-PCR, eine Sonderform der PCR. Sie wird 
eingesetzt, um in einem Plasmid einzelne Nukleotide zu mutieren, zusätzlich einzufügen 
oder zu deletieren. Ausgangspunkt ist ein doppelsträngiger DNA-Vektor mit dem 
gewünschten Insert und zwei Mutationsprimer, die - bis auf die Mutationen - komplementär 
zu den beiden DNA-Strängen sind. Diese Mutationen befinden sich mittig, flankiert von etwa 
10-15 Basen und werden während der PCR verlängert. Die Ausgangs-DNA wird im 
Anschluss durch enzymatischen Verdau vollständig abgebaut. Die PCR wurde mit dem 





Primer forward (10pmol/µl) 
Primer reverse (10pmol/µl) 
1 µl 
1 µl 
10x Reaction-Puffer 5 µl 
Template 10 – 100ng 
dNTPs 1 µl 
Quick-Solution 3 µl 
H2O ad 50 µl 
+ Pfu Turbo DNA-Polymerase 1 µl 
  







Initiale Denaturierung 95°C 1min  
Denaturierung 95°C 50s  
Annealing 55-60°C 30s 18 Zyklen 
Elongation 68°C 1 min/kb  




2.3 Kultur und Transfektion eukaryotischer Zellen 
 
Um Kontaminationen zu verhindern, wurden alle Tätigkeiten unter einer Sterilwerkbank 
(Laminar Air Flow, HERAsafe HS 18, Heraeus) durchgeführt. Die dabei verwandten Medien 
und Standard-Lösungen wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37°C erwärmt. 
 
2.3.1 Kultur von HEK293-Zellen 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Interaktionsstudien durchgeführt. Die dafür 
notwendige heterologe Expression wurden in der humanen Nierenzelllinie HEK293 (human 
embryonic kidney, ATCC Nr. CRL-1573) durchgeführt. Es handelt sich hierbei um durch 
Transfektion mit dem Adenovirus 5 immortalisierte Zellen. Diese wurden in Flaschen 
(Sarstedt), bei 37°C und 10% CO2 in einem Inkubator (Heraeus) kultiviert. Als Kulturmedium 
diente dabei DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium) mit D-Glucose (1 g/l bzw. 4,5 g/l), 
Pyruvat (0, 11g/l) sowie 10% FBS (Biochrom) und Antibiotika (100 Einheiten/ml Penicillin G 
und 100 µg/ml Streptomycin, beides Biochrom). Sobald die Zellen eine Konfluenz von in 
etwa 80% erreicht hatten, was nach ca. 3 Tagen der Fall war, wurden sie gesplittet. Nach 
einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen durch Trypsin (Trypsin-EDTA-Lösung, 
0,05%Trypsin, 0,02% EDTA) vom Boden der Flasche abgelöst in Medium resuspendiert, 
vereinzelt und im Verhältnis 1:10 in ein neues Kulturgefäß überführt. Alle 4 Wochen wurde 
ein neuer Gefrierstock aufgetaut und kultiviert. 
 
 






NaCl 40 g 
KCl 1 g 
Na2HPO4 x 12H2O 14,5 g 
KH2PO4 1,2 g 
H2O ad 5000 ml  
pH 7,4 einstellen 20 mM 
 
Trypsin-EDTA-Lösung  
Stocklösung (0,5%Trypsin,0,2%EDTA)          10 ml 
PBS ad 100 ml 
 
 
2.3.2 Transiente Transfektion mit GeneExpressoMax 
 
Für die Fluoreszenz-Messungen war es notwendig HEK-Zellen transient, d.h. nicht dauerhaft 
zu tranfizieren. Dadurch konnten die gewünschten fluoreszenzmarkierten Proteine 
exprimiert. Dafür wurde GenExpressoMax nach den Angaben des Herstellers verwandt. Das 
Verhältnis von DNA zu Transfektionsreagenz betrug 1:3 und das Zugrunde liegende Medium 
war 75 ml DMEM (4,5 g/l Glucose). 
 
2.3.2.1 Transfektion für FRET-Messungen 












2.4 Herstellung viraler Vektoren 
 
2.4.1 Transfektion der HEK293 T Zellen 
 
Zur Transduktion muriner Retinae war es nötig AAV (Adeno Assoziierte Viren) Vektoren 
herzustellen. HEK293T-Zellen dienten der Virenverpackung. Dazu wurden die Zellen in 
DMEM (4,5 g/L Glucose, Pyruvat, 10% FBS) + 1% Penicillin/Streptomycin bei 37°C und 10% 
CO2 kultiviert. 80% konfluente Zellen wurden zur Transfektion mit viralen Plasmiden 
verwendet. Zur Herstellung der AAV Vektoren wurden mit Hilfe der Calcium-Phosphat-
Methode drei Plasmide (Vektorplasmid, Adeno-Helferplasmid und Verpackungsplasmid) in 
die HEK 293T-Zellen eingebracht. 
 






Abb. 2 – 1. Transfektion zur Herstellung von AAV Vektoren: Es sind 3 Plasmide nötig um Viren zu erhalten, die nicht 
vermehrungsfähig sind, aber trotzdem die gewünschte Geninformation transportieren. Das Vektorplasmid mit der 
Geninformation, das Adenohelferplasmid und das Verpackungsplasmid damit Viren entstehen können. Da weder das Helfer- 
noch das Verpackunsplasmid mit ITR flankiert sind  enthalten die Viren diese Information nicht und sind somit reine 
Geninformationsträger, die sich nicht vermehren können. 
 
Der Transfektionsansatz wurde nach der Calcium-Phosphat-Methode hergestellt und 
zusätzlich vor der Wasserzugabe mit 0,1% Polybrene (Hexadimethrin Bromid) (8 mg/mL 
Sigma) und 10% Dextran 500 (10 mg/mL, Sigma) versetzt. 
Nach dem vortexen wurde dem Tranfektionsansatz 2xBBS zugesetzt und nach einer 
Inkubationszeit von 10 min wurde er auf 15 Platten mit HEK293T-Zellen gegeben. Die Zellen 
wurden bei 37°C und 3-5% CO2 über Nacht gestresst und am nächsten Tag wurde das 
Medium gewechselt sowie die Bedingungen auf 10% CO2 geändert.  





2.4.2 Ernte der virushaltigen Zellen 
 
Die Zellen wurden mit Hilfe eine Zellschabers (VWR) geerntet und bei 3000 g für 15 min 
zentrifugiert. Das Pellet wurde in 7,5 mL Lysepuffer aufgenommen und nach dem 
Resuspendieren 3 mal in flüssigem Stickstoff schockgefrostet und anschließend bei 37°C 
wieder aufgetaut. Nach Bedarf können auf diese Art geerntete Zellen bei -80°C gelagert 
werden. 
Lysepuffer 
150mM  NaCl 
50mM Tris-HCl, pH 8,5 
Steril filtrieren  
 
2.4.3 Vorbereiten der Viren 
 
Nach dem Auftauen der Zellen wurden diese mit Benzonase (50U/mL, VWR) versetzt und 
bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde zuerst zentrifugiert (25 min, 3700 x g, 4° C) und 
danach der Überstand über einen Iodixanol Gradienten aufgereinigt. (grieger et al) Die 40% 
Iodixanol-Phase enthält das Virus und kann bei -80° C gelagert werden. Im Anschluss daran 
wurde die Reinheit mit Hilfe von Anionenaustauschchromatographie verbessert. Die dabei 
erhaltenen Fraktionen gleicher Leitfähigkeit wurden auf Filtersäulen (Amicon® Ultra-4 
Centrifugal Filter Units, 100kDa, Millipore) gegeben und mehrmals mit 3400 x g zentrifugiert. 
Die Virensuspension blieb im Filter zurück und wurde nach dem Ausspülen aliquotiert und 
bei -80 °C aufbewahrt. Im Anschluss wurde der Titer mit Hilfe von quantitativer real-time 
PCR unter Verwendung von SYBR Green bestimmt und zur Transduktion in den 




2.5.1 Theoretische Grundlagen des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfers 
 
Der Förster-Resonanz-Energie-Transfer (FRET) ist ein physikalisches Phänomen von 
fluoreszierenden Farbstoffen und wurde 1946 erstmals von Theodor Förster beschrieben. 





Fluoreszenz ist die Eigenschaft von starren Chromophoren, nach Exzitation mit Licht einer 
bestimmten Wellenlänge, Licht einer längeren Wellenlänge wieder zu emittieren. Die dabei 
ausgesandte Energie ist schwächer als die zuvor absorbierte. Das Emissionsspektrum ist 
daher immer gegenüber dem Exzitationsspektrum in Richtung höherer Wellenlänge 
verschoben. Dieser Zusammenhang ist unter dem Namen Stoke’s Verschiebung bekannt. 
Voraussetzung für Fluoreszenz ist die Absorption von Photonen. Dabei werden Elektronen 
im Fluorophor vom Grundzustand S0 auf die energetisch höheren Zustände S1 bzw. S2 
angehoben. Dieser Prozess wird Exzitation genannt. Nur vom energetisch niedrigsten 
angeregten Zustand S1 kann das Elektron unter Spinerhalt und unter Emission von Licht 
wieder in den Grundzustand S0 zurückkehren. Dieser Zusammenhang wird als Kasha’s 
Regel bezeichnet. Nach Kashas Regel entsteht Fluoreszenz nur aus dem niedrigsten 
Anregungszustand heraus. Das bedeutet, die Form des Fluoreszenzemissionsspektrums 
bleibt immer gleich, während sich dessen Amplitude in Abhängigkeit der 
Anregungswellenlänge verändert. Diese Tatsache wird auch als „shape invariance“ in der 
Fachliteratur beschrieben und ist Grundlage für die Quantifizierbarkeit von FRET. 
Für FRET benötigt man zwei Farbstoffe, einen Donor und Akzeptor, wobei das 
Emissionsspektrum des Donors sich mit dem Absorptionsspektrum des Akzeptors 
überschneiden muss. In der vorliegenden Arbeit wurden dafür die Paare cyan fluorescent 
protein (CFP) und yellow fluorescent protein (YFP) bzw. die verbesserten Varianten mit 
höheren Quantenausbeuten, Cerulean und Citrine, verwendet. Diese vier fluoreszierenden 
Proteine sind vom green fluorescent proteins (GFP) abgeleitet. Sind beide Fluorophore in 
räumlicher Nähe (R ≤ 10nm) und möglichst parallel angeordnet, überträgt der Donor seine 
durch Absorption erhaltene Energie strahlungslos, über Dipol – Dipol Wechselwirkungen auf 
den Akzeptor. Als Maß für den Energietransfer dient die FRET-Effizienz. Sie nimmt Werte 
zwischen 0 und 1 an und entspricht dem Energieanteil, der vom Donor auf Akzeptor 
übertragen wird. Die FRET-Effizienz ist abhängig vom Abstand R zwischen den 
Fluorophoren und dem sog. Försterradius R0. R0 ist der Abstand bei dem die 
Energieübertragung zu 50% stattfindet und charakteristisch für ein bestimmtes FRET 
Pärchen. 
𝐸 = 𝑅!! (𝑅!! + 𝑅!) 
Bei der Berechnung der FRET-Effizienz fließt der Abstand R mit der sechsten Potenz ein. 
Das bedeutet zum einen, dass Donor und Akzeptor sich sehr nahe kommen müssen (R 
≤10nm). Zum anderen bedeutet es, dass die FRET-Effizienz E, bei einem Abstand der 
Fluorophoren größer als R0 steil abfällt. Dieser Zusammenhang bedingt die hohe Sensitivität 
der Methode und macht sie ideal um Protein-Protein Interaktionen nachzuweisen. 





FRET ist geeignet Interaktionen in lebenden Zellen zu zeigen. Es bietet aber auch die 
Möglichkeit Proteine, nach Expression in Bakterien biochemisch aufzureinigen und in vitro zu 
untersuchen. Durch dynamische FRET-Messungen, d.h. Experimente, in denen die FRET-
Fluoreszenz in Abhängigkeit der Konzentration von Stoffen im zeitlichen Verlauf untersucht 
wird, können auch Konformationsänderungen von Proteinen nachverfolgt werden. 
 
2.5.2 Quantifizierung von FRET 
 
Sofern FRET stattfindet ist es an zwei charakteristischen Veränderungen des 
Fluoreszenzspektrums erkennbar. Die Donorfluoreszenz ist aufgrund der 
Energieübertragung auf den Akzeptor verringert (donor quenching) und dessen Fluoreszenz 
steigt an (sensitized emission) (Abb. 2 – 2). Beide Veränderungen des Spektrums werden 
zur Quantifizierung von FRET verwendet. In dieser Arbeit wurde eine ratiometrische 
Methode benutzt, um FRET in lebenden Zellen zu quantifizieren: Das sog. three cube FRET, 
welches den Anstieg der Akzeptorfluoreszenz quantifiziert und diese auf den Akzeptor 
normiert. 
Nach der spezifischen Donoranregung bei 440 nm führt FRET zum einen zu einer Reduktion 
der Donoremission (donor quenching) und zum anderen zu einem Anstieg der 
Akzeptorfluoreszenz (sensitized emission). FRET bedingt, das nach der spezifischen 
Donoranregung bei 440 nm, zum einen eine Reduktion der Donoremission (donor 
quenching) und zum anderen ein Anstieg der Akzeptorfluoreszenz (sensitized emission) 
folgt. Diese beiden charakteristischen Veränderungen kann man sich zur Quantifizierung von 
FRET zu Nutze machen. Des Weiteren wird zwischen destruktiven und nicht destruktiven 
Methoden unterschieden. In dieser Arbeit wurde eine nicht destruktive, ratiometrische 
Methode angewandt, um FRET in lebenden Zellen zu quantifizieren: Das sog. Three Cube 
FRET, welches den Anstieg der Akzeptorfluoreszenz quantifiziert und diesen auf den 
Akzeptor normiert. 
 






Abb. 2-2: Die Folgen des Energietransfers sind im Summenspektrum von CFP und YFP sichtbar. In Rot ist das 
Spektrum der beiden Fluorophore dargestellt, falls FRET stattfindet. In grün dargestellt ist der Spektrenverlauf bei fehlendem 
FRET. Erkennbar ist dabei der Anstieg der FRET-Fluoreszenz während das Donorsignal abnimmt (angezeigt durch die 




2.5.3 Das FRET Ratio 
 
Durch das FRET Ratio (FR) wird beim three Cube FRET der Energie Transfer quantifiziert. 
Das FRET Ratio (FR) ist definiert als Anteil des Anstiegs der Akzeptor-Emission durch FRET 
(sensitized emission). Aus einem exemplarischen CFP-YFP-Spektrum (Abb. 2 – 3) lassen 
sich die Prinzipien des Three-cube-FRET herleiten. Die gemessene Akzeptor-Emission nach 
Donoranregung besteht nicht nur aus dem durch Energietranfer verursachten Teil, sondern 
auch aus einigen von FRET unabhängigen Komponenten, die durch die spektralen 
Eigenschaften der Fluorophore herrühren. 
 
 





Die Anteile der Akzeptor-Emission im FRET-Präparat nach Anregung von CFP oder Cer 
sind: 
FRET (1) 
Donor bleed through (2) 
Acceptor cross excitation (3)  

















Abb. 2 – 3: Die Komponenten des FRET-Signals. Die YFP-peak-Emisson (5) besteht aus mehreren Teilen. Sie ist 
die Summe aus dem Donor blead through (2), Acceptor cross excitation (3) und FRET (1). 
 
Dabei wurden folgende Signale ausgewertet: 
 
SCFP CFP-Filter Donor-Exzitation – Donor-Emission 
SYFP YFP-Filter Akzeptor-Exzitation – Akzeptor-Emission 
SFRET FRET-Filter Donor-Exzitation – Akzeptor-Emission 
 
Zusätzlich werden D und A als Indizes genutzt, um zwischen Zellen mit Donor und Akzeptor 
(FRET-Präparate) und Zellen mit entweder Donor oder Akzeptor (Kalibrations-Präparate) zu 
unterscheiden. SFRET, DA entspricht gemäß dieser Bezeichnung dem Fluoreszenzsignal, das 
in Zellen, die Donor und Akzeptorfluorophoren exprimieren, mit dem FRET-Filterwürfel 
gemessen wird. 





Um SCFP, SYFP und SFRET erfassen zu können, müssen zusätzlich zu einem FRET-Präparat, 
welches Donor und Akzeptor exprimiert, auch Kalibrationspräparate gemessen werden, die 
nur Donor bzw. nur Akzeptor exprimieren. Mit Hilfe dieser Kalibrationspräparate werden 
Konstanten in Zellen ohne Energietransfer bestimmt, mit deren Hilfe es möglich ist, den 
Donor bleed through und die Acceptor cross excitation in Gegenwart von FRET im Präparat 
zu korrigieren. 
Ein Teil an der Emission im Akzeptorkanal (Abb. 2 – 3) stammt, aufgrund der überlappenden 
Spektren der Fluorophore, vom donor bleed through. Die Ursache hierfür ist die Cer- bzw. 
CFP-Emission im Bereich des Maximums der Akzeptor-Emission. Das Donor-
Kalibrationspräparat erlaubt es die Konstante RD1 zu bestimmen. RD1, der prozentuale Anteil 
der Donoremission im Bereich der FRET-Fluoreszenz, ermöglicht es den donor bleed 
through Anteil von der YFP-Emission abzuziehen. 
 
𝑅!! = 𝑆!"#$,! 𝑆!"#,! 
Durch Messen der CFP-Peak Emission im FRET Präparat (SCFP, DA) und anschließender 
Multiplikation mit RD1 erhält man den Anteil vom Donorsignal im FRET-Filter. Subtrahiert man 
diesen von der gesamten FRET Fluoreszenz (SFRET, DA), bekommt man den Wert FAD. FAD 
entspricht der Akzeptorfluoreszenz im FRET-Kanal nach Donoranregung. 
 𝐹!" =   S!"#$,!" −   R!"  ×  𝑆!"#,!"  
 
FAD enthält zusätzlich zur reinen FRET Fluoreszenz einen Anteil an acceptor cross 
excitation, d.h. YFP bzw. Cit wird direkt durch die Donoranregungswellenlänge stimuliert. 
Abermals liegt die Ursache in den überlappenden Spektren der Fluorophore. Das Akzeptor- 
Kalibrationspräparat ermöglicht die Bestimmung der Konstante RA1, mit deren Hilfe dieser 
Anteil erfasst wird. RA1 entspricht dem prozentualen Anteil von YFP-Fluoreszenz im FRET-
Kanal. 
 
𝑅!! = S!"#$,! S!"#,! 





RA1 wird mit der reinen Akzeptor-Emission im YFP-Filterwürfel multipliziert um den Anteil der 
acceptor cross excitation im FRET-Filterwürfel auszurechnen. Allerdings muss zusätzlich 
bedacht werden, dass im FRET-Präparat bei YFP-Anregung ein geringer Anteil Donor mit 
angeregt wird. Dieser wird fälschlicherweise zusammen mit der YFP-Emission erfasst und 
muss deswegen ebenso wie die davor beschriebenen Phänomene rechnerisch ergriffen 
werden. Dieser Teil wird donor cross talk genannt und wird korrigiert durch die konstante 
RD2, die im Donorkalibrationspräparat mitbestimmt wird. 
 
𝑅!! = 𝑆!"#,! 𝑆!"#,! 
 
Multipliziert man RD2 mit dem CFP-Signal im FRET-Präparat, erhält man den Anteil an CFP-
Emission im YFP-Filter bei Akzeptor-Anregung. Den so erhaltenen Wert wird vom Gesamt-
YFP-Signal subtrahiert um die tatsächlich auf YFP zurück zu führende Fluoreszenz im YFP-
Filterwürfel zu erhalten und damit den donor cross talk zu eliminieren. Dieses Ergebnis wird 
mit RA1 multipliziert, um die FRET-Fluoreszenz des Akzeptors ohne Donor zu erhalten FA. 
 𝐹! = 𝑅!!× 𝑆!"#,!" − 𝑅!!×𝑆!"#,!"  
 
FA entspricht der Fluoreszenz des Akzeptors im FRET-Filterwürfel und ist um den donor 
cross talk bereinigt. Daraus ergibt sich, dass die berechneten Größen FAD und FA sich nur um 
den durch FRET bedingten Anstieg der YFP-Fluoreszenz unterscheiden. Somit erhält man 
das FR, welches sich nach Definition dem fraktionellen Anstieg der YFP-Emission durch 
FRET darstellt, aus dem Quotienten von FAD/FA. 
 
𝐹𝑅 = 𝐹!" 𝐹! = 𝑆!"#$,!" − 𝑅!!×𝑆!"#,!" 𝑅!!× 𝑆!"#,!" − 𝑅!!×𝑆!"#,!"  
 





Zur Auswertung wird der oben angegeben Term herangezogen. Dabei gilt, ist der erhaltene 
Wert des FRET RATIO größer als 1, so findet der Energietransfer zwischen den 
Fluorophoren statt während bei einem Wert gleich 1 kein Transfer erfolgt. 
Mit Hilfe des FRET RATIO wurden in dieser Arbeit steady-state-FRET-Messungen 
durchgeführt. 
 
Alternativ zu dieser Methode stehen unterschiedliche destruktive Methoden zur 
Quantifizierung von FRET zur Verfügung. Eine davon ist das acceptor photobleaching. Dabei 
wird die Donorfluoreszenz nach und vor selektivem Ausbleichen des Akzeptors (donor 
dequenching) gemessen, somit kann man ein und dieselbe Zelle unter FRET Bedingungen 
und unter Bedingungen, in denen kein Energietransfer möglich ist, untersuchen. Die FRET-
Effizienz wird dabei aus den relativen Fluoreszenzintensitäten des Donors, in Abwesenheit 
(SCFP, D), d.h. nach acceptor photobleaching, und Anwesenheit des Akzeptors (SCFP, DA)) 
berechnet.  
 𝐸 = 1 − 𝑆!"#,!" 𝑆!"#,! 
 
Nachteilig wirkt sich dabei aus, dass die Zeit für das Ausbleichen des Akzeptors nicht 
unerheblich ist (t ≥ 30min) und es oftmals schwer ist den ganzen Prozess ohne 
Einflussnahme auf den Donor durchzuführen. Eine reduzierte Donoremission nach durch 
donor bleaching führt zu einer fälschlicherweise reduzierten FRET-Effizienz. Die genannten 
Punkte sind der Grund dass das acceptor photobleaching in dieser Arbeit nicht angewandt 
wurde. 
 
2.5.4 Experimentelle Durchführung 
 
Nach dem Aussähen und den Transfektionen in 12-well Platten wurden die Zellen 
mindestens 1 h vor Messbeginn auf IbiTreat Trägern augesäht. Die DNA-Menge wurde je 
nach Expressionsstärke der Konstrukte angepasst, lag aber routinemäßig bei 0,75 µg/well 
und Konstrukt. 12 – 36 Stunden nach Transfektion erfolgten die FRET-Messungen bei 
Raumtemperatur in glukosehaltiger Badlösung. 






FRET – Badlösung  
NaCl 140 mM 
KCl 5 mM 
MgCl2 x 6 H2O 1 mM 
CaCl2 x 2 H2O 2 mM 
Glucose x 1 H2O 10 mM 
Na-Hepes 10 mM 
Mit NaOH pH7,4 einstellen  
 
 
Die Messungen wurden an einem inversen Epifluoreszenzmikroskop Axiovert 200 mit einem 
40x Öl Objektiv (Fluar 40x OIL/ 1,3 Zeiss, Deutschland) und einem photometrischen System 
(Till Photonics, Deutschland) durchgeführt. Die Anregung erfolgte mit einem Polychrom V 
(Till Photonics, Deutschland) bei 440 nm ± 7,5 nm im Falle von CFP/Cer respektive 505 nm ± 
7,5 nm im Falle von YFP/Cit. Die Fluoreszenz von einer ganzen Zelle wurde mit Hilfe von 
folgenden Filterwürfeln (Filter; Exzitationsband; Dicroic; Emissionsband; Hersteller) 
gemessen: CFP (438nm ± 12nm; 458nm; 483nm ± 16nm; AHF Analysentechnik, Tübingen, 
Deutschland), YFP (500nm ± 12nm; 520nm; 542 ± 16,5 nm; AHF Analysentechnik, 
Tübingen, Deutschland), FRET (438nm ± 12nm; 458nm; 542 ± 16,5 nm; AHF 
Analysentechnik, Tübingen, Deutschland). Die Fluoreszenz wurde mit Axoscope 10.2 
ausgewertet. 






Abb. 2 – 4: Schematische Darstellung des FRET – Experiments. Licht wird von der Xenonlampe (orange) ausgestrahlt und 
durch den Dicroic im Filterwürfel nach oben zur Zelle im Ibidi Schälchen geworfen. Dort werden die Protein 
Fluoreszenzfarbstoffe angeregt und das ausgesandte Licht passiert sowohl Dicroic als auch den Exzitationsfilter und erreicht die 
Fotodiode zur Quantifizierung.  
 
2.5.5 Korrekturfaktoren des FRET-Mikroskops 
 
Das FRET RATIO ist linear abhängig vom Anteil gebundener Akzeptorfluorophoren. Je mehr 
Akzeptor – an Donormoleküle gebunden ist, umso höher ist der absolute Wert des FR. Also 
lässt sich die FRET – Effizienz nur bestimmen, wenn man den Anteil von gebundenen 
Akzeptormolekülen (Ageb) bestimmen oder abschätzen kann. Dazu benötigt man Kenntnis 
über die verwendeten Fluorophore und Filter. 
Also muss diese Berechnung für jedes FRET Mikroskop individuell durchgeführt werden. 
Man muss zwei Konstanten für den Donor – bzw. für den Akzeptor – Lichtweg bestimmen 
(MD bzw. MA). Da jedes FRET-Mikroskop unterschiedlich ist, kann man im Rahmen der 
FRET-Berechnung die spektralen Eigenschaften der Filter, der Lampe und die der 
Fluorophore einfließen lassen. Damit kann man später den freien Akzeptoranteil berechnen 















(für den Donor) und MA (für den Akzeptor) für den Donor- bzw. Akzeptor-Strahlengang zu 
erfassen. Dabei gilt 𝑀! = 𝜀! 𝜆 !!!"#!!"#!"× 𝑓! 𝜆 !!!"#!!!!!"  
und 𝑀! = 𝜀! 𝜆 !!!"#!!"#!"× 𝑓! 𝜆 !!!"#!!!!!"  
wobei 𝜀! 𝜆 !!!"#!!"#!"  der durchschnittliche molare Extinktionskoeffizient von Donor 
(X=D) bzw. Akzeptor (X=A) im Bereich des Anregungsfilters und 𝑓! 𝜆 !!!"#!!!!!"  der 
Durchschnittswert der Donor- bzw. Akzeptor-Emission im Bereich des FRET-Emissionsfilters 
ist. Also sind sie direkt proportional zur Fluoreszenz der Farbstoffe nach Anregung für den 
Donor im FRET – Filterwürfel. 













Abb. 2 – 4: Integrale der skalierten Absorptionsspektren von CFP und YFP. CFP ist in blau, YFP in grün dargestellt. Die 
Integrationsgrenzen bei 426 und 450 nm sind in denselben Farben markiert. AC und Ay sind die Ergebnisse der Integration, 
welche im Anschluss durch 24 geteilt werden um den Durchschnittswert zu bestimmen. 
 
Im Detail bedeutet dies, dass die beiden Anregungsspektren auf bekannte Werte skaliert 
wurden: Das Donorspektrum bei 437 nm auf 26000 Lmol-1cm-1; das 
Akzeptorabsorptionsspektrum bei 514 nm auf 84000 Lmol-1cm-1. Anschließend wurde mit 
dem Produkt der Transmission des Anregungsfilters sowie des Dicroic multipliziert um den 
Anteil an der Energie zu gewichten, die tatsächlich an der FRET-Probe ankommt. Das 
erhaltene Spektrum wurde von 426-450 nm integriert und durch 24 geteilt, so dass das 
Ergebnis dem durchschnittlichen molaren Extinktionskoeffizienten über die Wellenlängen des 





FRET-Filters entspricht. (Abb. 2 – 4) Das Integral des Fluoreszenzspektrums wiederum 
wurde auf die jeweilige Quantenausbeute von CFP (0,4) bzw. YFP (0,61) skaliert und 
ebenso, zur Erfassung des Strahlengangs mit dem Produkt der Transmission des Dicroic 
und des Emissionsfilters multipliziert um mögliche Energieverluste im Strahlengang zu 
erfassen. Im Anschluss daran wurde das Intergral von 529-555 nm erfasst sowie durch 26 
dividiert (Abb. 2 – 5). Dadurch wurde die durchschnittliche Fluoreszenz über den 
Emissionfilter erfasst. Die Produkte, MD bzw. MA, erfassen die Eigenschaften des 
Strahlengangs im FRET-Mikroskop und die Fluorophore. Im Fall dieser Arbeit wurde MD mit 𝑀! = 23,791×1,603×10!! = 0,03813 
und MA mit 𝑀! = 2,3131×9,1451×10!! = 0,02186 
bestimmt. 













Abb. 2 – 5: Integrale der skalierten Emissionsspektren von CFP und YFP. CFP ist in blau, YFP in grün dargestellt. Die 
Integrationsgrenzen bei 529 und 555 nm sind ebenso markiert. AC und Ay sind die Ergebnisse der Integration, welche im 



























Abb. 2 – 6: Vereinfachtes Schema aus  zur Erklärung von MA und MD. εX(λ) ist der molare Extinktionskoeffizient und fX(λ) die 
durchschnittliche Fluoreszenz von Donor (X=D) bzw. Akzeptor (X=A). D* und A* stehen für die angeregten Zustände von Donor 
und Akzeptor. Die eingestrahlter Intensität I0 führt in Abhängigkeit von εX(λ) zur Anregung der Fluorophore und bei räumlicher 
Nähe potentiell zu FRET aber auch zu FRET unabhängiger Fluoreszenz: CFPFRET und YFPFRET falls CFP nicht nahe genug an 
YFP ist 
 
Nur gebundene Fluorophore, d.h. Donor- und Akzeptorfarbstoffe in unmittelbarer 
Nachbarschaft können zu FRET führen. In FRET-Präparaten gibt es aber immer einen 
gewissen Anteil freier Farbstoffe, die durch das Licht zur Fluoreszenz angeregt werden. Mit 
Hilfe der Konstanten MD und MA lässt sich nun die gesamte Anzahl dieser Moleküle 
abschätzen: 
 
𝐶𝐹𝑃!"#$!ä!"! = 𝐶𝐹𝑃!"#$,!!!"  !"#$%&" +   𝐸!""   ×  𝑌𝐹𝑃!"#$,!"#$%&"   ×   𝑀!𝑀! 𝑀! 
 
𝑌𝐹𝑃!"#$!ä!"! = 𝑌𝐹𝑃!"#$,!!!"  !"#$%&" 𝑀! 
 
CFPgeschätzt wird noch zusätzlich um den Anteil der Donormoleküle ergänzt, die bereits im 
Energietransfer beteiligt sind. D. h. der Term Eeff x YFPFRET, Tranfer x MD/MA berücksichtigt die 





Abnahme der Donoremission aufgrund des Transfers und berücksichtigt mit MD/MA  die 
spektralen Eigenschaften der FRET-Apparatur. 
Mit Hilfe der so kalkulierten Werte lässt sich über lineare Regression Ab schätzen, damit die 
FRET – Effizienz eines Donor – Akzeptorpärchens bestimmen und schließlich relative 
Affinitäten im FRET – System berechnen. 
 
 
2.5.6 Gestaltung der Fusionsporteine 
 
Beim 33-FRET handelt es sich um eine sehr sensitive Methode zur Detektion von Protein-
Protein-Interaktionen. Daher muss die Anbringung der Fluoreszenzmarkierungen gut 
durchdacht sein. Für die Untersuchung der verschiedenen Typen von Ionenekanälen sind 
unterschiedliche Strategien nötig um die Wechselwirkung mit den jeweiligen 
Interaktionspartnern zu untersuchen. Beispielsweise muss bei Transmembranproteinen 
beachtet werden, dass bei ungerader Anzahl der Transmembrandomänen die Platzierung 
des Fluorophors kritisch ist (Abb. 2 – 7) 






Abb. 2-7: Platzierung der Fluorophore an Transmembranproteinen.  Bei gerader Anzahl der Transmembrandomänen 
(oben) gibt es nur eine Möglichkeit auf welcher Seite der Membran die Fluoreszenzmarkierungen angebracht werden können. 
Dagegen ist bei ungerader Anzahl der Domänen (unten) Kenntnis des zu markierenden Proteins nötig, um zu Wissen auf 




Bei den Untersuchungen zum Thema CNG handelt es sich um membranständige Proteine. 
Das Fluorophor wurde in diesem Fall intrazellulär angebracht da dort konstantes Milieu 
herrscht. GFP-Derivate können als unterschiedliche Sensoren genutzt werden, weil sie auf 
veränderte Bedingungen Ihrer Umwelt reagieren. Da man bei FRET die spektralen 
Eigenschaften aber nicht verändern möchte, ist das Zellinnere der ideale Ort um die 
Fluoreszenzfarbstoffe zu beherbergen. Gerade im Fall des Rhodopsins wie bei allen 
Proteinen mit einer ungeraden Anzahl an Transmembrandomänen ist es möglich die 
Markierung am falschen Terminus anzubringen. Nämlich so, dass sie entweder in die Discs 
zeigt, oder außerhalb der Zelle liegt (Abb. 2 – 9). Ähnlich liegt der Fall bei Untersuchungen 
zum Peripherin2. Gerade bei Cer-Peripherin 2TM13 kann es, wie bei allen Proteinen mit 










kreiert werden, weil die FRET-Partner auf gegenüberliegenden Membranabschnitten 
angebracht worden sind. 
 
 
Abb. 2 – 9: Lokalisation der Fluorophore im Fall des heptahelikalen Proteins Rhodopsin. Um ein möglichst 
gleichbleibendes Milieu was den pH Wert angeht zu haben, bietet es sich an, die Fluoreszenzfarbstoffe im inneren der 
Zelle zu platzieren. 
 
2.6 Erfassung der Geräteeigenschaften 
	  
Fluoreszenz ist im Gegensatz zur Absorption abhängig von der eingestrahlten Lichtintensität. 
Dabei gilt: Je heller das eingestrahlte Licht ist, umso mehr Fluoreszenz wird erzeugt. Die hier 
verwendete Methode des three-cube FRET ist, abhängig vom einem möglichst hohen 
Signal/Rausch Verhältnis, in der Lage, auch sehr schwache Interaktionen aufzulösen. Da 
insbesondere den Versuchen aus dem Bereich des CaBP4 schwache Protein-Protein-
Wechselwirkungen zu Grunde liegen, wurden zu Beginn der Arbeit geräteabhängige 













2.6.1 Untersuchungen zur Lichtintensität 
	  
Um die Messung von Protein-Interaktionen mit möglichst hoher Auflösung zu erzielen, wurde 
zuerst überprüft, wie sich die Messausstattung, bestehend aus Lichtquelle und Mikroskop, 
ohne Probe verhält.  Damit wurde geklärt, ob die apparative Ausstattung selbst für diese Art 
von FRET-Experiment geeignet ist. Die offensichtlich größte Quelle von Störungen sind 
Schwankungen der Anregungsintensität in der Fokusebene. Die Ursachen dafür sind sehr 
unterschiedlich:  Beispielsweise rotiert der Spannungsbogen der Xenonlampe, was zu einem 
ständig wechselnden Abstand der Lichtquelle zur Probe führt. Aber auch 
Spannungsschwankungen im Netzteil verändern die Intensität des Anregungslichts. 
Außerdem ist  der Verschleiß, der zu einer stetigen Abnahme der Lichtleistung der Lampe  
bis zu ihrem Ausbrennen führt,  eine signifikante Fehlerquelle. Um Schwankungen des 
Exzitationslichts zu erfassen, wurde die Intensität im CFP-, YFP- und FRET-Würfel 
gemessen und hinsichtlich des zeitlichen Verlaufs analysiert.  
 
 
Abb. 2 – 10: Messen der Lichtintensität in der Fokusebene. Licht (h x ν) strahlt von der Lampe (orange, rechts) auf den 
Filterwürfel. Dabei passiert es den Exzitationsfilter (1), den Dicroic (2) und erreicht dann die Fotodiode in der Messebene. Diese 















Nachdem zuerst überprüft wurde, dass die manuell mit Hilfe eines Voltmeter gemessenen 
Werte mit denen der Software Axoscope 10.2 aufgezeichneten übereinstimmten, wurde die 
Lichtintensität im Verlauf des Strahlengangs nach den Filterwürfeln gemessen (Abb. 3 – 1). 
Die Abbildungen 2 – 11 bis 2 – 14 zeigen, dass das Exzitationslicht des Polychromes V - 
unabhängig vom Filter - einer geringen Schwankungsbreite und einer sehr geringen 




Abb. 2 – 11: Der zeitliche Verlauf der Lichtintensitäten in den Filterwürfeln ist konstant. Das Anregungslicht im CFP- 
(blau), YFP- (gelb) und FRET-Filterwürfel (grün) bleibt über 3 h hinweg konstant. 
 
 
Abb. 2 – 12: Die relative Schwankung der Lichtintensitäten ist gering. Die Schwankungen im CFP (links), YFP (mitte) und 
FRET-Filterwürfel (rechts) sind in einer ähnlichen Größenordnung (zwischen 0,6-0,9%). Auf der Y-Achse ist die maximale 
Schwankung im Bezug zu ihrem Mittelwert angegeben. 
 















































Die relativen Schwankungen der Intensitäten betrugen weniger als 1% ihrer Mittelwerte 
unabhängig von der Auswahl der Anregungswellenlänge λ und dem Filtersatz (CFP, YFP 
oder FRET). Das Gleiche zeigte sich bei der Untersuchung der relativen 
Standardabweichung, die weniger als 0,17% betrug. Daraus ergibt sich der sehr geringe 




Abb. 2 – 13: Der relative Standardfehler und –abweichung der Lichtintensität sind klein. Oben dargestellt der relative 

















































2.6.2 FRET-Konstanten im Zeitverlauf 
 
Die Konstanten für den donor bleedthrough RD1 und die acceptor cross excitation RA1 wurden 
zu jedem Experiment erfasst und über ein halbes Jahr aufgezeichnet. RD1 wird benötigt um 
das Signal der YFP – Emissionswellenlänge nach Donor – Anregung um den CFP – Anteil 
zu korrigieren. RA1 hilft den Anteil von YFP zu erfassen, der direkt durch Donoranregung, 
also Fälschlicherweise bei der FRET – Messung auftritt. Mit diesen beiden Konstanten kann 
rein rechnerisch, die durch FRET entstandene Akzeptorfluoreszenz ermittelt werden. Beide 
Werte verhalten sich schwankend. Dies deutet auf noch nicht identifiziertes 
Optimierungspotential der Einflussfaktoren des FRET-Experiments hin. Da es sich beim 
three cube FRET um eine sehr sensitive Methode handelt werden die Kalibrationspräparate 
grundsätzlich jeden Tag neu erfasst um präzise zu arbeiten. 
 
 
Abb. 2 – 14: Die Konstanten RD1 und RA1 schwanken im Verlauf eines halben Jahres. Die Werte von RD1 (oben, schwarz) 




















3.1 Untersuchung der Interaktion von CaBP4 und Cav1.4  
 
Zur Untersuchung der Interaktion von CaBP4 und Cav1.4 wurden verschiedene 
fluoreszierende Konstrukte des C-Terminus von Cav1.4 zusammen mit CaBP4 koexprimiert 
(Abb. 3-1). Der C-Terminus von Cav1.4 besteht aus drei Schlüsselmotiven: EF-Hand, IQ-
Domäne, und ICDI. Die ICDI im distalen C-Terminus unterscheidet Cav1.4 deutlich von den 
anderen L-Typ Calciumkanälen denen diese Domäne fehlt. Sie verhindert die 
Calciumabhängige-Inaktivierung, die für andere L-Typ Calciumkanäle charakteristisch ist. 
Deswegen wird sie „Inhibitor der Calciumabhängigen-Inaktivierung“ (ICDI) genannt (Wahl-
Schott, Baumann et al. 2006). CaM interagiert mit Cav1.4 und anderen L-Typ 
Calciumkanälen (Griessmeier, Cuny et al. 2009). Für diese Wechselwirkung ist eine 
Sequenzfolge von Aminosäuren im proximalen C-Terminus notwendig. Diese beginnt mit 
den Aminosäuren Isoleucin (Einbuchstabencode I) und Glutamin (Einbuchstabencode Q) 
und wird deshalb als IQ-Domäne bezeichnet. Sie ist über die Familie der Cav1.x konserviert. 
Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit überprüft, ob auch CaBP4 als zu CaM strukturell 
ähnliches Protein an diese Domäne bindet. Dazu wurden die statischen FRET-Signale von 
verschiedenen Variationen des C-Terminus von Cav1.4 und CaBP4 gemessen. Dabei zeigte 
sowohl der ganze C-Terminus von Cav1.4 als auch der von Cav1.4ΔICDI in Kombination mit 
CaBP4 ein deutliches FRET-Signal. Um die Wechselwirkung weiter einzuschränken, wurde 
das Peptid Cav1.4ΔICDI schrittweise weiter verkürzt. Also wurde EF – IQ und schließlich nur 
die EF-Hand mit CaBP4 koexprimiert. Das FRET-Signal von EF – IQ zusammen mit CaBP4 
war ebenso hoch wie das von Cav1.4 und CaBP4. EF-Hand und CaBP4 gemeinsam zeigten 
ein FRET RATIO von 1, was auf eine fehlende Interaktion oder räumlich unpassend 
angeordnete Fluorophore hindeutet. Letzteres kann nicht final ausgeschlossen werden ist in 
diesem Fall aber unwahrscheinlich, da die Fluorophore immer an derselben Stelle 









Abb. 3 - 1: FRET – basierte Konstrukte zur Untersuchung am Cav1.4. Oben Varianten von CaBP4; EF-Hände sind mit 1, 2, 
3, 4 gekennzeichnet; Mitte C-Terminus vom Cav1.4, Unten Cav1.4 N-Terminus  
 
Dieses Ergebnis deutet auf eine Wechselwirkung von CaBP4 mit der IQ-Domäne hin. Um 
diese Hypothese zu prüfen wurde zusätzlich CaBP4 mit einer Mutante des C-Terminus von 
Cav1.4 koexprimiert, deren IQ-Domäne verändert wurde. Die ersten fünf Aminosäuren des 
IQ-Motivs wurden durch fünf Alanine ersetzt, weswegen die Mutante als 1.4/5A bezeichnet 
wird. Beim FRET-Experiment von 1.4/5A und CaBP4 wurde ein FRET RATIO nahe 1 
ermittelt. Dieses Ergebnis ist ein Indiz für eine fehlende Interaktion. 
Interessanterweise bindet CaBP1 – ein genetischer verwandter von CaBP4 – an Cav1.2 an 
einer Stelle im N-Terminus des Calciumkanals (Oz, Tsemakhovich et al. 2011). 
Hinzukommend sind CaM Bindungsstellen in den N-Termini von Cav1.2 sowie Cav1.4 
bekannt. Das Motiv für die CaBP1 Wechselwirkung ist über die Familie der L-Typ 
Calciumkanäle nicht konserviert. Um eine mögliche Interaktion des N-Terminus von Cav1.4 
und CaBP4 zu überprüfen wurde ein YFP-markierter N-Terminus kloniert und zusammen mit 





































Abb. 3-2. WT CaBP4 interagiert mit dem C-Terminus von Cav1.4. FRET Experimente von unterschiedlichen Abschnitten des 
C-Terminus von Cav1.4 mit WT CaBP4. Die Kontrukte sind benannt nach Abb. 3-1. 
 
Zu Beginn dieser Arbeit war bereits bekannt, dass der proximale und distale Teil des C-
Terminus von Cav1.4 – die IQ Domäne und die ICDI – miteinander interagieren. Dabei 
erschwert die ICDI die Aktivierung von Cav1.4. Möglicherweise kann CaBP4 diesen Effekt 
auf Cav1.4 aufheben. Im FRET-Experiment würde man in diesem Fall ein verändertes FR 
erwarten. Dazu wurden der fluoreszenzmarkierte C-Terminus ohne ICDI (ΔICDI) und die 
ICDI koexprimiert. Das FR wurde ermittelt und verglichen mit dem FR welches man erhält 
wenn zusätzlich zum FRET-Pärchen (ΔICDI und ICDI) CaBP4 ohne Fluoreszenzmarkierung 
stabil exprimiert wird. Bei einem Einfluss auf die Interaktion zwischen den Domänen erwartet 
man dann einen Einfluss auf das FR. Tatsächlich verringert sich das FR in Gegenwart von 








































Abb. 3-3: Sowohl WT CaBP4 als auch Varianten von CaBP4 verändern die Bindung der ICDI Cav1.4Δ ICDI. Linke Hälfte 
YFP-1.4ΔICDI mit ICDI-CFP (von links ko-transfiziert: ohne, mit WT und Varianten von CaBP4), rechte Hälfte (von links ko-
transfiziert: ohne, mit WT und Varianten von CaBP4).  
Allerdings muss ein verringertes FR nicht immer bedeuten, dass sich der Abstand der 
Proteine verändert hat. Eine andere Ursache wäre ein verändertes Expressionsniveau mit 
viel mehr Akzeptor-  als Donormolekülen. Wenn sich deutlich mehr Akzeptor- als 
Donormoleküle im Sichtfeld des Mikroskops befinden bedeutet das viele ungebundene 
Akzeptormoleküle, die am Transfer nicht teilnehmen können. Das führt im 33 - FRET zu 
einem verringertem FR. Um diesen Fall zu untersuchen, besteht die Möglichkeit, FRET an 
einem einzelnen Protein zu messen (1.4DL): In der vorliegenden Arbeit wurde der gesamte 
C-Terminus an seinen Enden mit den fluoreszierenden Proteinen markiert . Es wurde der N-
Terminus mit YFP und der C-Terminus mit CFP verknüpft und anschließend analog dem 
ΔICDI / ICDI - Versuch das FR in Gegenwart und Abwesenheit von nicht markiertem CaBP4 
ermittelt. Auch in diesem Fall verändert sich das FR hin zu kleineren Werten (Abb. 3-3, 
rechts). Also stimmt das Verhältnis der Donor-  und Akzeptorfluorophore auch beim 
intermolekularen FRET. Allerdings besteht zum zweiten die Möglichkeit, dass sich nicht der 
Abstand, sondern nur der Winkel der Fluorophore im Raum zueinander verändert hat. Beide 
Erklärungen für ein verringertes FRET RATIO – der verringerte Abstand und der veränderte 
Winkel – zeigen deutlich einen Einfluss von CaBP4 auf die Interaktion der ICDI mit dem 
proximalen C-Terminus. 
 
Anhand von 1.4DL im Vergleich zu ΔICDI koexprimiert mit ICDI wurde exemplarisch geprüft 
ob die in dieser Arbeit benutzten DNA Mengen passend für 33 - FRET gewählt waren (Abb. 
3-4). Dabei zeigte sich zum einen dass keine einseitige Lyse der Fluorophore oder ein 






bedeutete auch immer einen Anstieg der YFP-Fluoreszenz (Abb. 3-4, links), was 
gleichbedeutend ist mit einem vollständig exprimiertem 1.4DL Konstrukt.  
Zum anderen waren die DNA-Mengen von ICDI und ΔICDI in jedem Fall so gewählt, dass 
dasselbe Donor/Akzeptor-Verhältnis abgedeckt wurde. Das erhaltene Verhältnis war auch in 
jedem Fall wie bei 33-FRET gewünscht zu Gunsten des Donors verschoben. Damit wurde 
sichergestellt, dass keine falschen Negativergebnisse mit einem verringerten FRET RATIO 
zu Stande kamen und die Ergebnisse anhand des Beispiels aus Abb. 3-3 verifiziert. 
 
Abb. 3-4: Darstellung des molaren Verhältnis der Fluorophore. Bei einem intramolekularen FRET Konstrukt ist die 
Akzeptoremission direkt proportional zur Donoremission (links). Exemplarisch dargestellt ΔICDI und ICDI koexprimiert in 
Abwesenheit und Gegenwart von CaBP4. Deutlich erkennbar in beiden Fällen wurde das Selbe Donor / Akzeptor Verhältnis 
abgedeckt (rechts). 
 
Als nächstes wurden zwei Mutationen von CaBP4, die mit einer autosomal rezessiven Form 
von einer humanen nicht degenerativen erblichen Retinaerkrankung (human congenital 
retinal disease (CSNB2)) zusammenhängen, untersucht. Die erste der beiden Mutationen 
(CaBP4-R216X) führt zu einem verkürzten CaBP4 Protein, welchem der c-lobe mit den 
beiden funktionellen EF-Händen 3 und 4 fehlt (Zitat). In der zweiten Mutation (CaBP4-
E267fs) ist der letzte Aminosäurerest der EF-Hand 4 (E267) mutiert. Damit wird die saure 
und negativ geladene Aminosäure Aspartat durch das unpolare Valin ersetzt. Zusätzlich  
verschiebt sich dabei der Leserahmen der mRNA (frameshift, fs) und führt zu einem 
verlängerten Protein. Durch Westernblot-Experimente wurde die Expression von CFP-
markierten CaBP4  Varianten in HEK-Zellen bestätigt. Das FRET-Signal von beiden 
Mutationen des CaBP4 zusammen mit dem C-Terminus von Cav1.4 war sogar höher als das 
des wildtyp CaBP4 (Abb. 3-5). Also ist es wahrscheinlich, dass die mutierten Proteine 
weiterhin an den Kanal binden. Beide pathologische Varianten verringerten ebenso wie der 
























Abb. 3-5: Pathogene CaBP4 Varianten zeigen FRET-Signal zusammen mit dem C-Terminus von Cav1.4. YFP-CT1.4 
zusammen mit CFP-CaBP4, -R216X, -E267fs und -N-Terminus von CaBP4. 
 
 
3.2 Untersuchungen zu Interaktionen des CNG-Kanals 
 
Vor Beginn dieser Arbeit wurde in Zusammenarbeit mit Professor Dr. Mann vom Max-
Planck-Institut für Biochemie ein SILAC basierter massenspektroskopischer Proteomics-
Ansatz (Stable Isotope Labelling by Amino acids in Cell culture) durchgeführt, um potentielle 
Interaktionspartner der Stäbchen CNGB1a Untereinheit zu finden. Dabei wurden das bereits 
als Interaktionspartner bekannte Protein Peripherin2 (Prph2) und Rhodopsin identifiziert. 
Diese in der Massenspektrometrie gefundene Wechselwirkung sollte mit Hilfe der 33 - FRET 
Methode bestätigt werden. Hierfür wurden verschiedene FRET-Konstrukte – unter anderem 
zur Eingrenzung der Interaktionsdomäne verschiedene verkürzte Proteinvarianten von 
Peripherin2 –  (Abb. 3-6) kloniert. Für die FRET-Analyse wurden die fluoreszierenden 








Abb. 3-6: Konstrukte für FRET Untersuchungen von CNGB1a, Rhodopsin und Peripherin2. Varianten von GNGB1a 
(oben), Rhodopsin (mitte) und Peripherin 2 (unten) wurden mit GFP-Varianten markiert. Die Zahlen stehen für die 
Transmembrandomänen von Peripherin 2. Der N- beziehungsweise C-Terminus wird durch NT und CT gekennzeichnet. 
 
 
3.2.1 Untersuchungen zu Rhodopsin, Peripherin 2 und GNGB1a in HEK-Zellen 
 
Um die Protein-Protein-Wechselwirkungen der CNGB1a-Untereinheit aus den Stäbchen 
grundsätzlich zu charakterisieren, wurden zuerst Experimente in HEK-Zellen durchgeführt. 
Dabei diente eine bekannte Homomerisierung des Rhodopsins als Positivkontrolle (Fotiadis, 
Liang et al. 2003, Suda, Filipek et al. 2004, Knepp, Periole et al. 2012). Diese zeigte in HEK - 
Zellversuchen ein deutliches FRET-Signal von 3,4. (Abb. 3-7). Da eine direkte 
Wechselwirkung zwischen Rhodopsin und Peripherin2 bisher nicht bekannt war, wurde diese 






zeigte zusammen mit Rhodopsin sowie auch mit CNGB1a ein FRET Ratio deutlich größer 
als eins, was auf eine Interaktion hindeutet. 
Weiter stellte sich die Frage, wie Peripherin2 mit Rhodopsin und der B1a Untereinheit des 
CNG-Kanals wechselwirkt. Da eine direkte Interaktion von Rhodopsin und dem Stäbchen 
CNG-Kanal überraschend wäre wurde zuerst Rhodopsin zusammen mit Peripherin2 
untersucht. Hierbei zeigte sich ein deutliches FRET-Signal ebenso wie bei der bekannten 
Interaktion der CNGB1a - Untereinheit zusammen mit Peripherin2. Das Signal reduzierte 
























Abb. 3-7: Rhodopsin, Peripherin 2 und CNGB1a Interaktionen in HEK - Zellen. Rhodopsin bildet Multimere und zeigt FRET 
zusammen mit Peripherin 2  (von links 1. und  2. Spalte) ebenso wie Peripherin2 zusammen mit CNGB1a. Rhodopsin 
zusammen mit CNGB1a dient als Negativkontrolle. 
 
Das FR von Peripherin2 zusammen mit Rhodopsin deutet auf eine direkte Interaktion beider 
Proteine hin. 
 
Diese zuvor unbekannte direkte Interaktion von Peripherin 2 mit dem G-Protein gekoppelten 
Rezeptor Rhodopsin wurde durch verschiedene, verkürzte Proteinvarianten von Peripherin2 
weiter charakterisiert um die für die Wechselwirkung nötige Domäne zu identifizieren. Dazu 
wurden unterschiedliche Varianten von Peripherin2 kloniert (Abb. 3-6). Diese wurden 
nacheinander mit Rhodopsin koexprimiert. Dabei zeigte sich das größte FRET Ratio bei der 
Kombination von Rhodopsin mit den letzten beiden Transmembran Domänen von 
Peripherin2 (Peripherin 2TM34). Der lösliche N-Terminus von Peripherin 2 ergab ein FRET 
Ratio nahe 1, ähnlich wie die membranassoziierten verkürzten Peripherin2 Varianten. Weder 






vierte Transmembrandomäne (Peripherin 2TM13) zeigen FRET zusammen mit Rhodopsin. 
Also zeigte nur das vollständige Peripherin2 sowie die letzten zwei Transmembransegmente 
des Proteins ein FRET - Signal. Da Peripherin 2TM13 kein FRET - Signal mit Rhodopsin 
zeigte ist die vierte Membranhelix von Peripherin2 notwendig für ein FRET - Signal in 
Kombination mit Rhodopsin. Das deutet auf eine Bindungsdomäne im Bereich des vierten 

































Abb. 3 -8: Untersuchungen zur Interaktionsdomäne von Peripherin 2 und Rhodopsin. Alle Studien wurden zusammen mit 
Rhodopsin-cit durchgeführt. Von links nach rechts unterschiedliche Segmente von Peripherin2. Ganzes Peripherin2-cer, 
transmembran Domände 3+4 cer (Peripherin 2TM34), der N-Terminus von Peripherin2-cer (Peripherin 2NT) und Peripherin 2 
ohne C-Terminus und transmembran Domäne 4 (Peripherin 2TM13). 
 
3.2.2 Untersuchungen zu Rhodopsin in Stäbchenaußensegmenten 
 
Um die Resultate der FRET-Versuche in HEK-Zellen zu überprüfen und tatsächlich zeigen 
zu können, dass die Interaktion in den Außensegmenten eine Rolle spielt, wurde im Rahmen 
dieser Arbeit grundsätzlich die Möglichkeit etabliert, FRET-Untersuchungen an 
Stäbchenaußensegmenten durchzuführen. Die zu untersuchenden Konstrukte wurden durch 
subretinale Injektion von gentechnisch veränderten Adeno assoziierten Viren (AAV) in 
murinen Außensegmenten exprimiert. Anschließend wurden die Retinae präpariert und die 
Außensegmente isoliert. Die Proteine wurden aufgrund der Vorergebnisse aus HEK-Zellen 






anderen das fehlende FRET-Signal der ersten beiden Transmembransegmente von 


















in vivo Rhodopsin Interaktionen
 
Abb. 3-9 Rhodopsin bildet Homomultimere in Stäbchenaußensegmenten: Rhodopsin-cit zusammen mit Rhodopsin-cer. Als 
Kontrolle dient Peripherin 2TM12 zusammen mit Rhodpsin.  
 
Dabei wurde deutlich, dass die zwar unter dem natürlichen Rhodopsin-Promoter aber viral 
überexprimierten Konstrukte in den Außensegmenten vorzufinden waren.  Diese konnten 
gezielt unter dem Mikroskop ausgewählt und anschließend deren Fluoreszenzsignal mit Hilfe 
der Photodiode ausgewertet werden. Dabei zeigte sich, dass die Homomerisierung von 
Rhodopsin ein ähnlich starkes FRET - Signal in vivo wie zuvor auch in HEK - Zellen 
verursacht.  
Um zu beweisen, dass dieses Ergebnis nicht durch die artifizielle virale Expression zu 
Stande kam wurden die ersten beiden Domänen von Peripherin zusammen mit Rhodopsin 
exprimiert. Im Gegensatz zur Homomerisierung des Rhodopsin ergab das FR dieser 








4. DISKUSSION  
 
Erstes Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktion von Cav1.4 und CaBP4 zu untersuchen. 
Dabei wurde die für die Wechselwirkung nötige Domäne im proximalen C-Terminus des 
Kanals identifiziert. Die erhaltenen FRET-Daten sprechen deutlich für folgendes Modell: 
CaBP4 verändert die Bindung der ICDI-Domäne an den C-Terminus von Cav1.4. Dabei 
bindet CaBP4 analog zu CaM eng an die IQ-Domäne von Cav1.4. Die Wechselwirkung 
zwischen Cav1.4 und CaBP4 verschwindet, sobald die IQ-Domäne des Kanals entweder 
mutiert ist (1.4-5A) oder entfernt wurde (1.4-EF). Zusätzlich zu dieser Bindestelle wurden 
weder im C- noch im N-Terminus des Kanals Hinweise auf weitere Interaktionsdomänen 
gefunden. Die durchgeführte FRET-Untersuchung in HEK-Zellen zeigte kein FRET-Signal 
zwischen CaBP4 und 1.4-5A bzw. NT1.4. Dies verdeutlicht, dass entweder keine andere 
Interaktionsstelle im C- respektive N-Terminus des L-Typ Calcium-Kanals vorhanden ist oder 
keine passende Konformation vorliegt um ein FR > 1 zu erhalten. Folglich teilt sich CaBP4 
mit CaM dieselbe Interaktionsdomäne im proximalen C-Terminus des Calciumkanals. 
 
 
Abb. 4-1: Cav1.4 in Ab- und Anwesenheit von CaBP4. Ohne CaBP4 moduliert CaM Cav1.4 und verlängert die 
spannungsabhängige Inaktivierung des Kanals (A, linkes Bild). CaBP4 moduliert die Position der ICDI im distalen C-Terminus, 
so dass die Verfügbarkeit des Kanals während physiologischer Membranpotentiale erhöht ist. 
 
Funktionelle Studien in anderen Arbeiten haben gezeigt, dass sich die Aktivierungskurve von 
Cav1.4 in Gegenwart von CaBP4 nach links, in Richtung physiologischer Membranpotentiale 
verschiebt. Das bedeutet, dass bereits beim Ruhemembranpotential von Stäbchen-






al. 1984, Witkovsky, Schmitz et al. 1997, Schneeweis and Schnapf 2000, Moriondo, Pelucchi 
et al. 2001, Thoreson, Rabl et al. 2004). Eine Kanalmutation, der die ICDI-Domäne fehlt 
(Cav1.4ΔICDI), zeigt bereits in Abwesenheit von CaBP4 dieselbe verschobene 
Aktivierungskurve. Auf diesen Kanal hat CaBP4 keinen weiteren Einfluss mehr. Es braucht 
also die ICDI um Cav1.4 zu regulieren. Zusätzlich hemmt CaBP4 die Inaktivierung von 
Cav1.4 und erhöht dadurch die Verfügbarkeit des Kanals, also den Anteil der tatsächlich 
unter physiologischen Membranpotentialen offenen Kanäle (Shaltiel, Paparizos et al. 2012).  
 
In Übereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit antagonisiert CaBP4 auch 
funktionell den Effekt, den die ICDI auf den Kanal hat. Obwohl sich CaM und CaBP4 
dieselbe Interaktionsdomäne im C-Terminus des Kanals teilen, verändert die Bindung von 
CaBP4 die Konformation von Cav1.4 anders als die Interaktion von CaM. Wie lassen sich 
diese unterschiedlichen Effekte von CaM und CaBP4 erklären? Die Ergebnisse dieser Arbeit 
legen nahe, dass CaBP4 die Bindung der ICDI-Domäne an den proximalen C-Terminus 
abschwächt. Eine mögliche Erklärung wäre, dass CaBP4 die ICDI nur teilweise vom Kanal 
verdrängt. Zu dieser Theorie passt, dass das FRET-Signal zwischen ICDI-Domäne und 
proximalem C-Terminus in Gegenwart von CaBP4 nur abgeschwächt wird und nicht völlig 
verschwindet (Abb. 3-3). Im Rahmen dieser Hypothese war es interessant pathologische 
relevante Mutationen des CaBP4 ebenso wie den Wildtyp von CaBP4 zu untersuchen. 
 
Die beiden Mutationen des CaBP4 –  CaBP4 216X und CaBP4 267fs (Abb. 3-1) –  wurden 
bereits zuvor in unterschiedlichen humangenetischen Arbeiten mit erblich bedingter 
Nachtblindheit in Verbindung gebracht (Zeitz, Kloeckener-Gruissem et al. 2006, Littink, van 
Genderen et al. 2009). Obwohl sich beide Proteine strukturell unterscheiden, führen beide 
Mutationen von CaBP4 zu den gleichen Symptomen bei den betroffenen Patienten. Diese 
Symptome decken sich mit dem Krankheitsbild der CSNB2, der inkompletten kongenitalen 
stationären Nachtblindheit (Channelopathie des Cav1.4).  
 
Damit stellte sich die Frage ob die mutierten Proteine noch an den Kanal binden. Da die 
einfachste Erklärung für die Entstehung der Nachtblindheit bei diesen Patienten wäre, dass 
die Interaktion nicht mehr stattfindet. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen dagegen, dass die 
Bindung der pathologisch mutierten Varianten von CaBP4 an den Calciumkanal weiterhin 
stattfindet. Es ist sogar auffällig, dass das ermittelte FR beider Mutationen mit dem C-
Terminus von Cav1.4 höher als das des Wildtyp-Proteins ist. Sogar die stark verkürzte 
Variante CaBP4 216X gibt zusammen mit dem C-Terminus von Cav1.4 ein deutliches FRET-
Signal während der reine N-lobe von CaBP4 kein FR größer 1 hervorruft. Das bedeutet, dass 






Funktionelle Studien in HEK-Zellen haben gezeigt, dass weder 216X noch 267fs in der Lage 
sind, die Aktivierungskurve des Cav1.4 analog dem Wildtyp CaBP4 nach links zu 
verschieben. Sie modifizieren allerdings – ähnlich dem Wildtyp-Protein – die Bindung der 
ICDI an den proximalen Teil des C-Terminus von Cav1.4.  Die gefundenen Ergebnisse, dass 
beide CaBP4-Mutanten mit dem C-Terminus interagieren, aber nicht die funktionellen Effekte 
des Wildtyp-Proteins haben, lassen die Vermutung zu, dass c- und n-lobe vorhanden sowie 
strukturell intakt sein müssen, um gemeinsam den Kanal zu modulieren. Dies ist ein 
notwendiger Bestandteil der physiologischen Neurotransmission an den Bändersynapsen.  
 
Um neue Kandidaten für eine bisher unbekannte Wechselwirkung mit der CNGB1a-
Unterheinheit zu finden, wurde vor Beginn dieser Arbeit eine SILAC-basierte 
Massenspektrometrie durchgeführt. Bei diesem Screening konnten mehrere Treffer 
identifiziert werden, die im Anschluss mit Hilfe von FRET detaillierter untersucht wurden. 
Dadurch konnten die unterschiedlichen Stärken beider Methoden gezielt genutzt werden.  
Massenspektrometrische Untersuchungen sind ähnlich wie Hefe-zwei-Hybrid Systeme in der 
Lage große Mengen an Daten in kurzer Zeit bezüglich vieler Interaktionspartner zu liefern. 
Auf Grund der Methodensensitivität kann es dabei zu falsch positiven Testergebnissen 
kommen. Da der Energietransfer bei FRET in der 6. Potenz vom Abstand der Fluorophore 
abhängt, erzeugt die hier verwendete 33-FRET Methode eher falsch negative Resultate. Es 
handelt es sich um eine Methode mit hoher Präzision, die keine falsch positiven Resultate 
erwarten lässt. Damit ergänzen sich beide Methoden gut. Eine weitere wichtige Eigenschaft 
von 33-FRET ist seine Unabhängigkeit von der Zellgröße: Da das FR ratiometrisch bestimmt 
wird, nivelliert sich die Anzahl der fluoreszierenden Moleküle im Sichtfeld, die mit dem 
Zellvolumen bzw. der Zellgröße direkt korreliert. Damit ist es ein mächtiges Werkzeug zur 
Beurteilung von Proteininteraktionen in lebenden Zellen, denn die betrachteten Interaktionen 
ereignen sich nicht nur in physiologischer Umgebung, sondern auch im richtigen 
Zellkompartiment. Damit bietet die hier verwendete Methode Vorteile gegenüber anderen 
Methoden und ermöglicht die Interpretationen der Daten im physiologischen und 
pathophysiologischen Modell. 
 
Bei Rhodopsin und Peripherin2, den beiden gefundenen Interaktionskandidaten aus dem 
Screening, handelt es sich um Proteine, die in der Zellmembran der Stäbchen (Rhodopsin) 
und in deren Discs (Rhodopsin und Peripherin2) auftreten. Der CNG-Kanal ist in der 
Stäbchenmembran lokalisiert (Cook, Molday et al. 1989). In HEK-Zellen konnte mit Hilfe der 
FRET-Technik gezeigt werden, dass Rhodopsin nicht direkt an den CNG-Kanal bindet. Es 
benötigt Peripherin2 als molekularen Adapter, um einen Komplex mit dem Kanal zu formen. 






sowohl mit Rhodopsin als auch CNGB1a bildet. Unter physiologischen Bedingungen werden 
die beiden Proteine in Stäbchenzellen exprimiert. Da es sich bei Stäbchenzellen um 
hochspezialisierte, polare Zellen handelt, war es Ziel dieser Arbeit einen Weg zu finden, 
FRET-bezogene Fragestellungen auch in nativem Gewebe untersuchen zu können. Durch 
virale Transduktion wurden Fusionsproteine bestehen aus Fluorophor und Protein in murinen 
Stäbchen exprimiert. In Übereinstimmung mit biochemischen Daten aus anderen Arbeiten 
zeigen die FRET-Experimente, dass Rhodopsin nicht nur in HEK-Zellen, sondern auch in 
isolierten Stäbchenaußensegmenten Dimere oder Oligomere bildet. Somit ist 33 FRET auch 
in nativen Retina-Zellen quantifizierbar, bestätigt die initialen Ergebnisse HEK-Zellen und 
ermöglicht dadurch in Zukunft weiterführende Studien in Stäbchenzellen. 
 
Die Daten dieser Arbeit sprechen also für ein Modell, in dem Peripherin2 eine Art „Brücke“ 
zwischen der CNGB1a-Kanaluntereinheit und Rhodopsin darstellt (Abb. 4-2). Die für die 
Rhodopsin/Peripherin2-Wechselwirkung nötigen Domänen in Peripherin2 wurden 
identifiziert. Da beide Proteine hauptsächlich in den Disk-Membranen von Stäbchen-
Photorezeptoren lokalisiert sind, war es naheliegend anzunehmen, dass die Interaktion über 
die Transmembrandomänen vermittelt wird. In der Koexpression mit Rhodopsin zeigt 
Peripherin 2TM34 im Gegensatz zu Peripherin 2TM12 ein FRET-Signal. Das heißt, die 
notwendige Bindungsdomäne liegt in den Transmembraneinheiten drei und vier von 
Peripherin2. In weiteren Versuchen wurde die Domäne auf die vierte Transmembraneinheit 
eingegrenzt, da auch die Domänen eins bis drei von Peripherin2 (Peripherin 2TM13) 
zusammen mit Rhodopsin kein FRET Ratio deutlich größer als 1 zeigten. Also reichte es 
aus, die vierte Transmembrandomäne von Peripherin2 zu entfernen um die Bindung an 








                         
Abb. 4-2: Peripherin2 verbindet Rhodopsin mit dem CNG-Kanal und ROM1. Vereinfachte Abbildung der Protein-Protein-
Wechselwirkungen in den Disk-Rim-Regionen von Stäbchenaußensegmenten. Peripherin2 bindet gleichzeitig an ROM1, an 
CNGB1a und an Rhodopsin. Das lösliche GARP2 interagiert mehrfach mit CNGB1a, mit CNGA1, mit der Phosphodiesterase 6 
und Peripherin2 (gestrichelte Linie). Die Phosphodiesterase 6 (PDE6) dient dem Abbau des gebildeten cGMP. 
 
Andere Arbeiten haben sogar gezeigt, dass die Mutation einer einzigen Aminosäure in der 
vierten Transmembrandomäne von Peripherin2 die Bindung an Rhodopsin verhindert 
(Sohocki, Daiger et al. 2001). Das bedeutet, die vierte Transmembrandomäne spielt eine 
Schlüsselrolle für die Interaktion mit Rhodopsin. Arbeiten mit Hilfe der 
Immunelektronenmikroskopie haben gezeigt, dass Rhodopsin in Stäbchen-Außensegmenten 
in unmittelbarer Umgebung von CNGB1a lokalisiert ist (Becirovic, Nguyen et al. 2014). Das 
unterstützt das hier vorgestellte Modell, in dem Peripherin2 als Verbindungsstück zwischen 
dem Lichtsensor Rhodopsin und dem molekularen Schalter, dem Stäbchen CNG-Kanal, 
fungiert. Möglicherweise wird durch Peripherin2 ein eigenes Kompartiment bestehend aus 
den Disk- Randgebieten und der benachbarten Zellmembran gebildet. Für diese 
Zellorganisation sind unterschiedliche Szenarien vorstellbar: Zum einen besteht die 
Möglichkeit, dass der untersuchte Komplex eine funktionelle Rolle in der Phototransduktion 
einnimmt. Möglicherweise ermöglicht er durch die Kopplung von Rhodopsin an den 
Stäbchen CNG-Kanal eine verbesserte Sensitivität der Lichtsignalkaskade. Zum anderen 
kann ein solcher Komplex ausschlaggebend sein für die stabile Morphologie der 
Stäbchenaußensegmente. Dafür spricht, dass bekannte Mutationen von Rhodopsin und 
Peripherin2 zu fehlerhafter Disk-Morphogenese und -Stabilität führen (Sanyal and Jansen 
1981, Travis, Sutcliffe et al. 1991, Humphries, Rancourt et al. 1997, Lem, Krasnoperova et 
al. 1999). Das wiederum hat verkürzte Außensegmente zur Folge. Solche strukturellen 
Fehlbildungen können auch bei ROM1-Mutationen beobachtet werden (Clarke, Goldberg et 






Photorezeptor-spezifisches Protein. Es ist für eine physiologische Stäbchenmorphologie 
notwendig. CNGB1-Knockout-Mäuse, denen dadurch die GARP-Bindedomäne für 
Peripherin2 an den Stäbchen CNG-Kanal fehlt, zeigen ebenfalls Defekte der Zellstruktur in 
den Außensegmenten (Zhang, Molday et al. 2009).  
Mutationen in den zugehörigen Genen von Rhodopsin, Peripherin2 und CNGB1 betreffen 
nicht nur die Stäbchenstruktur, sondern sind zudem mit Retinitis pigmentosa (RP) assoziiert. 
Auch Knockout-Mäuse, in denen eines der drei Proteine deaktiviert wurde zeigen einen 
Phänotyp, der den Symptomen von RP sehr ähnlich ist. Das bedeutet, dass bereits der 
Funktionsverlust eines dieser drei Proteine zu einem fortschreitenden Sehverlust bis hin zum 
völligen Erblinden führt. In der Konsequenz heißt das: fällt nur ein essentieller Baustein aus, 
ist das gesamte Netzwerk der drei Interaktionspartner so geschädigt, dass es nicht mehr 
funktioniert und zu RP führt. Demnach sind alle drei Proteine entscheidende Faktoren für 
eine physiologisch funktionsfähige Retina. Fasst man die Ergebnisse zusammen, so konnte 
gezeigt werden, dass ein intaktes Rhodopsin/Peripherin2/ROM1/CNG-Kanal-Netzwerk 
essentiell ist, um die Form und Stabilität der Stäbchen-Außensegmente aufrecht zu halten 











In der hier vorliegenden Arbeit wurden Möglichkeiten aufgezeigt, wie die Methode FRET zur 
Untersuchung von retinalen Ionenkanälen herangezogen werden kann. Zur Auswertung der 
erhaltenen Daten wurde die sogenannte three cube FRET Methode verwendet. Dafür 
wurden einerseits trunkierte Peptide, wie im Falle des Cav1.4 benutzt sowie andererseits 
vollständige Kanaluntereinheiten wie CNGB1a. Zusätzlich zu den HEK-Zellversuchen wurde 
mit Hilfe von viraler Transduktion FRET in Außensegmenten von Stäbchenphotorezeptoren 
erfolgreich untersucht. 
Im Rahmen der Untersuchungen des L-Typ Calciumkanals Cav1.4 wurde das notwendige 
Interaktionsmotiv für den bekannten Modulator CaBP4 identifiziert und humanpathogene 
Mutationen untersucht. Durch stetiges Verkürzen des C-Terminus des Kationenkanals 
konnte die Interaktionsdomäne eingeschränkt werden. Dabei stellte sich heraus, dass es 
sich wie beim CaM um das IQ-Motiv im proximalen Bereich des C-Terminus handelt. Sobald 
diese in ihrer Aminosäuresequenz mutiert (5A-Mutante) oder nicht vorhanden war, zeigte 
das FRET-Pärchen keine Bindung mehr. Interessanterweise interagieren auch bekannte 
pathologische Mutationen von CaBP4 weiterhin mit dem Cav1.4 und verdrängen im FRET-
Experiment die ICDI ähnlich wie das funktionelle wildtyp Protein. Die Ergebnisse dieser 
Arbeit stützen funktionelle Daten aus anderen Arbeiten und leisten einen Beitrag zum 
weiteren Verständnis über erbliche Erkrankungen des Sehens, die ihren Ausgangspunkt 
beim Cav1.4 haben. 
CNG-Kanäle stehen am Anfang der komplexen Signalkaskade des Sehvorgangs und sind 
ein möglicher Ausgangspunkt für schwere degenerative Erkrankungen der Netzhaut wie 
Retinitis Pigmentosa. Interaktionspartner der Kanaluntereinheiten können daher sowohl bei 
physiologischen als auch bei pathophysiologischen Vorgängen eine wichtige Rolle spielen. 
Ausgangspunkt dieser Arbeit waren dabei die bekannten Proteine Rhodopsin und 
Peripherin2. Sie befinden sich in räumlicher Nähe zum Stäbchen CNG-Kanal. Die 
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass CNGB1a, Peripherin2 und Rhodopsin zu einem 
Komplex verbunden sind, wobei Peripherin2 das Bindeglied welches Rhodopsin und CNG-
Kanal aneinander koppelt. Da die Peripherin2 Wechselwirkung mit Rhodopsin bisher 
unbekannt war wurde die Interaktionsdomäne von Peripherin2 durch trunkierte Varianten 
untersucht und diese auf die letzte Transmembraneinheit eingeschränkt. Schließlich wurde in 
dieser Arbeit die Grundlage geschaffen in FRET aus nativen Stäbchen-Photorezeptoren zu 






ebenso unter viraler Transduktion in nativen Außensegmenten der murinen Retina bestätigt 
werden. 
Somit stützen die Daten dieser Arbeit Ergebnisse zur Funktion von retinalen Ionenkanälen. 
Für die Interaktion von Cav1.4 mit CaBP4 konnte ein Modell entwickelt werden, welches die 
Regulation des Kanals durch CaBP4, aber auch die weiterhin bestehende Wechselwirkung 
pathologischer Varianten erklärt. Die Daten zeigen auch eine mögliche Anwendung der 33-
FRET Methode unabhängig von direkten funktionellen Daten wie die Untersuchung zu 
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Sequenz Cabp4, E267fs und R216X 
 
CaBP4_WT      MATEHNVQLVPGSQKIPKGVVSPRSAAEGPALTRRRSKKE     40 
CaBP4_E267fs     MATEHNVQLVPGSQKIPKGVVSPRSAAEGPALTRRRSKKE     40 
CaBP4_R216X      MATEHNVQLVPGSQKIPKGVVSPRSAAEGPALTRRRSKKE     40 
Consensus        matehnvqlvpgsqkipkgvvsprsaaegpaltrrrskke 
 
CaBP4_WT         SWHPGSQKASSGDQSSSQGSEASGSSKHPPRTKVGQEEPS     80 
CaBP4_E267fs     SWHPGSQKASSGDQSSSQGSEASGSSKHPPRTKVGQEEPS     80 
CaBP4_R216X      SWHPGSQKASSGDQSSSQGSEASGSSKHPPRTKVGQEEPS     80 
Consensus        swhpgsqkassgdqsssqgseasgsskhpprtkvgqeeps 
 
CaBP4_WT         SAPARPASHRHSHRHRSDPQQDAAQRTYGPLLNRMFGKDR    120 
CaBP4_E267fs     SAPARPASHRHSHRHRSDPQQDAAQRTYGPLLNRMFGKDR    120 
CaBP4_R216X      SAPARPASHRHSHRHRSDPQQDAAQRTYGPLLNRMFGKDR    120 
Consensus        saparpashrhshrhrsdpqqdaaqrtygpllnrmfgkdr 
 
CaBP4_WT         ELGPEELEELQAAFEEFDTDQDGYIGYRELGDCMRTLGYM    160 
CaBP4_E267fs     ELGPEELEELQAAFEEFDTDQDGYIGYRELGDCMRTLGYM    160 
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CaBP4_R216X      ELGPEELEELQAAFEEFDTDQDGYIGYRELGDCMRTLGYM    160 
Consensus        elgpeeleelqaafeefdtdqdgyigyrelgdcmrtlgym 
 
CaBP4_WT         PTEMELLEVSQHVKMRMGGFVDFEEFVELISPKLREETAH    200 
CaBP4_E267fs     PTEMELLEVSQHVKMRMGGFVDFEEFVELISPKLREETAH    200 
CaBP4_R216X      PTEMELLEVSQHVKMRMGGFVDFEEFVELISPKLREETAH    200 
Consensus        ptemellevsqhvkmrmggfvdfeefvelispklreetah 
 
CaBP4_WT         MLGVRELRIAFREFDKDRDGRITVAELRQAAPALLGEPLE    240 
CaBP4_E267fs     MLGVRELRIAFREFDKDRDGRITVAELRQAAPALLGEPLE    240 
CaBP4_R216X      MLGVRELRIAF                                 211 
Consensus        mlgvrelriafrefdkdrdgritvaelrqaapallgeple 
 
CaBP4_WT         GTELDEMLREMDLNGDGTIDFDEFVMMLSTG       271 
CaBP4_E267fs     GTELDEMLREMDLNGDGTIDFDvcndaiyrlrhlqgqptg    280 
Consensus        gteldemlremdlngdgtidfd 
 
CaBP4_E267fs     pggqdtsrhqtttpfpsmekspfpqagspphhtqlqslpv    320 
 
CaBP4_E267fs     lsspipklwrekkn                              334 




Abb 3-2  FR RSD 
 1.4 1,44 0,067 
 Δ ICDI 1,74 0,12 
 EF 0,97 0,035 
 NT 1,02 0,024 
 EF-IQ 1,37 0,12 




Abb 3-3  FR RSD 
Δ ICDI + ICDI HEK293 2,67346 0,12457 
 CaBP4 1,63858 0,0631 
 R216X 2,02993 0,0537 
 E267fs 1,62615 0,08313 
DL HEK293 2,91334 0,10262 
 CaBP4 2,14298 0,05337 
 R216X 1,7339 0,03477 










Abb 3-5  FR RSD 
 1.4 + WT 1,44 0,067 
 1.4 + 216X 1,86 0,12 
 1.4 + E267fs 1,94 0,13 




Abb 3-7 Rho + Rho 3,37676 0,3696 
 Rho + prph2 2,53686 0,15132 
 Rho + B1a 1,21369 0,10967 




Abb 3-8  FR RSD 
 Rho + Prph2 2,53686 0,15132 
 Rho + Prph2m34 1,70624 0,14812 
 Rho + Prph2NT 0,95851 0,02472 
 Rho + Prph2t12 1,21211 0,08649 





Abb 3-9    
 rhocit + prph2tm12 0,945 0,03301 
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